20. Jan. 2001 ^ 

VERTRAG UBER Q1E INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

^EBIET DES PATENTWESOB 

Abse^er: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PROFUNQ BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

Hertz, Oliver 

VON BEZOLD & SOZ1EN 
Akademiestrasse 7 
D-80799 Munchen 
ALLEMAGNE 


EINGEGANGEN 

2 3. Qkt. 2Q80 
v: Bezold & Soziea 


PCT 

SCHRIFTLICHER BESCHEID 
(Regel 66 PCT) 






Absendedatum 

(TagMtonat/Jahr) 20. 1 0.2000 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
15129/PCT Ri 


ANTWORT FALLIG innerhalb von 3 Monat(en) 

ab obigem Absendedatum 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/01 806 


Internationales Ar\me\dedabjm(Tag/Monat/Jahr) 
02/03/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
02/03/1 999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
G02B21/0O 


Anmelder 

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ... 





1 . Dieser Bescheid Est der erste schriftliche Bescheid der mit der internationalen vorlaufigen PrGfung beauftragte B horde 



2. Dieser Bescheid enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I S Grundlage des Bescheides 

II □ Prioritat 

lit □ Keine Erstellung eines Gutachtens Gber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkelt 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V □ Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 

der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII IS Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII H Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Der Anmelder wird aufgefordert, zu diesem Bescheid Stellung zu nehmen 
Warm? 



Wle? 



Dazu: 



Siehe oben genannte Frist Der Anmelder kann vor Ablaut dieser Frist bei der Behorde eine 
Verlangerung beantragen, siehe Regel 66.2 d). 

Durch Einreichung einer schriftlichen Stellungnahme und gegebenenfalls von Anderungen 
nach Regel 66.3. Zu Form und Sprache der Anderungen, siehe Regeln 66.8 und 66.9. 

Hinsichtlich einer zusatzlichen Moglichkeit zur Einreichung von Anderungen, siehe Regel 66.4. 
Hinsichtlich der Verpflichtung des PrQfers, Anderungen und/oder Gegenvorstellungen zu berUcksichtigen, 
siehe Regel 66.4 bis. 

Hinsichtlich einer formlosen Er6terung mit dem Prilfer, siehe Regel 66.6. 
Wird kelne Stellungnahme eingerelcht, so wird der Internationale vorlaufige PrOfungsbericht auf der Grundlage dieses Bescheides erstellt 

Der Tag, an dem der international vorlaufige Prufungsbericht 
gemafl Regel 69.2 spatestens erstellt sein mu3 t 1st der: 02/07/2001 . 



Name und Postanschrifft der mit der intemationaien PrQfung 

beauftragte Behorde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter / Prtifer 
Narganes-Quijano, F 



Formalsachbearbeiter (einschl. Fristverlangerung) 
Maier, E 

Tel. +49 89 2399 2230 




Formblatt PCT/IPEA/408 (Deckblatt) (Januar 1994) 



SCHRIFTLICHER BESCHEID 



Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/0 1 806 



I. Grundlage des Besch ids 

1 . Dieser Bescheid wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf erne Aufforderung 
nach Artikel 14 bin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Bescheids als "ursprunglich eingereicht".): 

Beschreibung, Seiten: 

1-36 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-23 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/8-8/8 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. Dieser Bescheid ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/408 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 
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SCHRIFTLICHER BESCHEID 
BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01 806 



Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

1. Die unabhangigen Anspruche 1 und 14 sind nicht in der zweiteiligen Form nach 
Regel 6.3 b) PCT abgefaBt. Im vorliegenden Fall erscheint die Zweiteilung jedoch 
zweckmaGig. Folglich sollten die aus dem Dokument WO9706509 A bekannten 
Merkmale im Oberbegriff zusammengefaBt (Regel 6.3 b) i) PCT) und die ubrigen 
Merkmale im kennzeichnenden Teil aufgefuhrt werden (Regel 6.3 b) ii) PCT). 

Im vorliegenden Fall sind die folgenden Merkmale aus dem Dokument 
WO9706509 A bekannt und gehdren daher in den Oberbegriff eines solchen An- 
spruchs: 

- ein optisches Abbildungssystem (siehe Fig. 1 , Seite 1 , Zeile 26 - Seite 3, 
Zeile 27 und Seite 4, Zeile 16 - Seite 5, Zeile 26) mit einer Beleuchtungs- 
einrichtung (Seite 5, Zeilen 3-4) und einer Detektoreinrichtung (Seite 5, Zeilen 2- 
6), die dazu eingerichtet sind, ein Objekt zu beleuchten bzw. eine Abbildung des 
Objekts aufzunehmen (Fig. 1); 

- eine Mustergenerator zur Erzeugung eines veranderlichen raumlichen 
Musters von Objektbedingungen am Objekt (Seite 5, Zeilen 16-26), wobei die 
Beleuchtungseinrichtung und der Mustergenerator dazu eingerichtet sind, 
Objektbedingungen zu erzeugen, von denen das mit der Detektoreinrichtung 
detektierbare Licht abhangig ist; und 

- ein Bildgenerator zur Rekonstruktion einer Objektabbildung aus Bildern, die 
mit der Detektoreinrichtung aufgenommen worden sind (Seite 5, Zeilen 6-15). 

2. Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in dem Dokument WO9706509 A offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch dieses Dokument angegeben. 

3. Die auf Seite 36, Zeilen 8-12 der Beschreibung spezifizierten Ausgestaltungen, 
die sich auf "beliebige Kombinationen" von Merkmalen basieren, sind nicht klar. 
Eine solche Unklarheit laBt Zweifel uber den Schutzbereich entstehen und damit 



Formblatt PCT/Beiblatt/408 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



SCHRIFTLICHER BESCHEID 
BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01 806 



die Klarheit der Patentanspruche beeintrachtigen. 

***** 



Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationaien Anmeldung 

Die Anmeldung erfullt nicht die Erfordernisse des Artikels 6 PCT, weil die 
Anspruche aus folgenden Grunden nicht klar sind: 

i) Die Formuiierung des Anspruchs 1 bzw. Anspruchs 14 bringt nicht die als 
wesentliche angesehene Tatsache zum Ausdruck, daB die Rekonstruktion der 
Objektabbildung unter Berucksichtigung der nicht-linearen optischen Effekten 
erfolgt. Nur dann erscheint es moglich, das raumtiche Auflosungsvermogen zu 
erhohen, siehe Seite 6, Zeilen 16-25 der Beschreibung. 

ii) Die im Anspruch 23 spezifizierten "herkommlichen" optischen 
Mikroskopieverfahren sind nicht klar und nicht einschrankend. Daher sollten die 
Ausdrucke "herkommlichen" und "insbesondere" im Anspruch 23 gestrichen 
werden. 



Formblatt PCT/Beiblatt/408 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



<2 




is EPA/EPO/OEB 
D-80298 MQnchen 
« +49 89 2399-0 
TX 523 656 epmu d 
FAX +49 89 2399-4465 



Europaisches 
Pat ntamt 



iean 
t Office 



Office europeen 
des br v ts 



Generaldlrektion 2 



Directorate General 2 



Direction Generate' 2 



Schriftverkehr mit d m EPA b i PCT Kapit I II Ant rag en 

Um sicherzustellen, da3 Ihr PCT Kapitel II Antrag so rasch wie moglich behandelt werden kann, warden 
Sie gebeten die beigefugten Klebeschilder bei alien an das EPA Munchen gerichteten Schriftstucken zu 
verwenden. 

Eines dieser Klebeschilder sollte an gut erkennbarer Stelle am oberen Rand der Titelseite des jeweiiigen 
Schreibens angebracht werden. 



% 

% 
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VERTRAG UBER 



INTERNATIONALE ZUSA^ENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 





2091 


WIPO 


PCT 



(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
15129/PCT Ri 


ufciTcoco wz-M-^r-ur- siehe Mitteilun 9 uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen PrOfungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/01806 


Internationales Anmeldedatum/Ta^/MonafcOa/w*; 
02/03/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
02/03/1999 


Internationale Patentkiassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
G02B21/00 


Anm elder 






MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ... 







1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 

IS AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT), 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 



Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Datum der Einreichung des Antrags 
23/08/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
27.02.2001 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
^Kl D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


BevoHmachtigter Bediensteter y^sp^s^ 

Narganes-Quijano, F (| }) 

\k Jy 

Tel. Nr. +49 89 2399 2348 X^wo^^ 



Formblatt PCT/iPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/0 1806 



I. Grundlag des B richts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmetdeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgetegt wurden, gelten im Rahmen dieses Benefits als "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1- 36 ursprungliche Fassung 
Patentanspruche, Nr.: 

2- 13,15-22 ursprungliche Fassung 

1,14,23 eingegangen am 17/01/2001 mit Schreiben vom 17/01/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/8-8/8 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daG die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



Formblatt PCT/I PEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01 806 



4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V. Begrundete Feststellung nach Art ike I 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-23 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -23 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-23 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, da3 die internationale Anmeldung nach Form Oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vlll, Blatt 2) (Juli 1998) 
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INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/0 1806 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Unter den im Recherchenbericht angegebenen Dokumenten sind die folgenden 
Dokumente in diesem Bescheid genannt: 

D1 = WO9706509 A 
D2 = W09711355A 

***** 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Das Dokument D1 wird als nachstliegender Stand der Technik gegenuber dem 
Gegenstand des Anspruchs 1 bzw. 14 angesehen. D1 offenbart ein optisches 
Abbildungssystem (siehe Fig. 1 , Seite 1 , Zeile 26 - Seite 3, Zeile 27 und Seite 4, 
Zeile 16 - Seite 5, Zeile 26) mit einer Beleuchtungseinrichtung (Seite 5, Zeilen 3-4) 
und einer Detektoreinrichtung (Seite 5, Zeilen 2-6), die dazu eingerichtet sind, ein 
Objekt zu beleuchten bzw. eine Abbildung des Objekts aufzunehmen (Fig. 1). 
AuBerdem enthalt das optische Abbildungssystem einen Mustergenerator zur 
Erzeugung eines veranderlichen raumlichen Musters von Objektbedingungen am 
Objekt (Seite 5, Zeilen 16-26), wobei die Beleuchtungseinrichtung und der 
Mustergenerator dazu eingerichtet sind, Objektbedingungen zu erzeugen, von 
denen das mit der Detektoreinrichtung detektierbare Licht abhangig ist, und einen 
Bildgenerator zur Rekonstruktion einer Objektabbildung aus Bildern, die mit der 
Detektoreinrichtung aufgenommen worden sind (Seite 5, Zeilen 6-15). 

1.1 Der Gegenstand nach Anspruch 14 unterscheidet sich von diesem Stand der 

Technik dadurch, daB das mit der Detektoreinrichtung detektierbare Licht von den 
erzeugten Objektbedingungen nicht-linear abhangig ist. 

Optische Abbildungssysteme auf der Basis nicht-linearer optischer Effekte sind in 
dem Stand der Technik bekannt, siehe z.B. Dokument D2 (Zusammenfassung) 



Fomnblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) {EPA- April 1997) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01 806 



und Seite 4, Zeilen 18-28 der Beschreibung der vorliegenden Anmeldung. Kein 
Dokument des Standes der Technik gibt jedoch eine Anregung zur Verwendung 
nicht-linearer optischer Effekte in Abbildungsverfahren nach Dokument D1, die zu 
einer erheblichen Erhohung des raumlichen Auflosungsvermogens fuhrt, siehe 
Seite 6, Zeilen 3-29 der Beschreibung. 

Daher erfullt Anspruch 14 die Erfordernisse des Artikels 33(1) PCT. 

1 .2 Anspruch 1 bezieht sich auf das entsprechende optische Abbildungsverfahren. 
Somit erfullt auch Anspruch 1 die Erfordernisse des Artikels 33(1) PCT. 



2. Die abhangigen Anspruche 2-13 und 15-22 sind auf vorteilhafte Ausgestaltungen 
des Abbildungsverfahren nach Anspruch 1 bzw. des Abbildungssystems nach 
Anspruch 14 gerichtet und erfullen auch die Erfordernisse des Artikels 33(1) PCT. 



3. Anspruch 23 bezieht sich auf die Verwendung des im Anspruch 1 definierten 
Verfahrens bzw. des im Anspruch 14 definierten optischen Systems in 
Kombination mit optischen Mikroskopieverfahren bzw. mit den entsprechenden 
optischen Mikroskopanordnungen. Somit erfullt auch Anspruch 1 die 
Erfordernisse des Artikels 33(1) PCT. 



Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

1. Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in dem Dokument D1 offenbarte einschlagige Stand der 
Technik noch dieses Dokument angegeben. 

3. Die auf Seite 36, Zeilen 8-12 der Beschreibung spezifizierten Ausgestaltungen, 
die sich auf "beliebige Kombinationen" von Merkmalen basieren, sind nicht klar. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt2) (EPA- April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01 806 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Eine solche Unklarheit la(3t Zweifel uber den Schutzbereich entstehen und damit 
die Klarheit der Patentanspruche beeintrachtigen. 

***** 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA-April 1997) 



t 



Aktenzeichen: PCT/EP00/01806 15129/PCT Hz/ap 

Anmelder: Max-Planck-Gesellschaf t 17- 01.2001 

Patentansprttche 1, 14 und 23 

1. Verfahren zur Gewinnung einer Objektabbildung mindestens 
eines Objekts (40) , wobei mindestens zwei Teilbilder des Ob- 
jekts (40) unter jeweils verschiedenen Obj ektbedingungen auf- 
genommen werden, die am Objekt mit raumlichen Mustern ausge- 
bildet sind, und aus den Teilbildern die gewiinschte Objektab- 
bildung ernittelt wird, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die raumlichen Muster so ausgebildet sind, dass die Teilbil- 
der unterschiedliche Beitrage verschiedener Raumf requenzan- 
teile der Objektstruktur enthalten und jeweils fur einen Ob- 
jektpunkt eine nicht-lineare Abhangigkeit des vom Objektpunkt 
her detektierten Lichtes von den am Objektpunkt gegebenen Be- 
dingungen besteht f und 

die Ermittlung der Objektabbildung unter Ausnutzung der 
nicht-linearen Abhangigkeit des detektierten Lichtes von den 
jeweiligen Obj ektbedingungen erfolgt. 



14. Optisches Abbildungssystem (100) mit: 

- einer Beleuchtungseinrichtung (10) und einer Detektorein- 
richtung (60) , die dazu eingerichtet sind, ein Objekt (40) zu 
beleuchten bzw. eine Abbildung des Objekts (40) oder von Tei- 
len des Objekts (40) auf zunehmen, 

- mindestens einem Mustergenerator (20, 20', 20'') zur Erzeu- 
gung mindestens eines veranderlichen raumlichen Musters von 
Obj ektbedingungen am Objekt (40), wobei die Beleuchtungsein- 
richtung (10) und/oder der Mustergenerator (20, 20', 20'') 
dazu eingerichtet sind, Obj ektbedingungen zu erzeugen, voh 
denen das mit der Detektoreinrichtung (60) detektierbare 
Licht abhangig ist, und 



!Printed:25-01-2d 



- einera Bilcigenerator (70) zur Rekonstruktion einer Objektab- 
bildung aus Teilbildern, die mit der Detektoreinrichtung (60) 
auf genommen worden sind, 

dadurch gekermzeichnet , dass 

- die Beleuchtungseinrichtung (10) und/oder der Mustergenera- 
tor (20, 20", 20'') dazu eingerichtet sind, Objektbedingungen 
zu erzeugen, von denen das detektierbare Licht nicht-linear 
abh&ngig ist, und 

- der Bildgenerator (70) zur Rekonstruktion der Objektabbil- 
dung unter Verwendung der nicht-iinearen Abhangigkeit des de- 
tektierbaren Lichtes von den Objektbedingungen ausgelegt ist. 

23. Verwendung eines Verfahrens oder eines optischen Systems 
gemafi einem der vorhergehenden Anspriiche in Kombination mit 
optischen Mikroskopieverf ahren, insbesondere in Kombination 
mit der Standard-Fernf eldmikroskopie, der Epif iuoreszenz- 
mikroskopie, der Konf okalmikroskopie, der 4Pi-Mikroskopie , 
der Theta-Mikroskopie, der Nahf eldmikroskopie, mikroskopi- 
schen I 2 M-, I 3 M- und I 5 M-Verf ahren, STED-Verf ahren, Multipho- 
tonenmikroskopie, CARS-Verf ahren und SHG- oder THG- 
Mikroskopie . 



7> 



PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 





(PCT Article 36 and Rule 70) 
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Applicant's or agent's file reference 
15129/PCT Ri 


FOR FURTHER ACTION ScC Notiflcation of Transmittal of International 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/EP00/01806 


International filing date (day/month/year) 
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MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR FORDERUNG DER WISSENSCAFTEN E.V. 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability* 
citations and explanations supporting such statement ; ' 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

23 August 2000 (23.08.00) 


Date of completion of this report 

27 February 2001 (27.02.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



<4, 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EP00/01806 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been famished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.). 



| | the international application as originally filed. 

the description, pages 1-36 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
filed with the letter of 



^ the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



2-13,15-22 



U4,23 



, , as originally filed, 
, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



17 January 2001 (17.01.2001) 



^ the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/8-8/8 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



3. ["I This re P ort has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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Intern^^onal annliontinn Mn 

PCT/EP 00/01806 


V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1 . Statement 




Novelty (N) Claims 1 


-23 YES 


Claims 


NO 


Inventive step (IS) Claims 1 


-23 YES 


Claims 


NO 


Industrial applicability (IA) Claims 1 


~ 23 YES 


Claims 


NO 


2. Citations and explanations 




The following search report citations are mentioned in 


this report: 




Dl = WO-A-97/06509 




D2 = WO-A-97/11355 




1. Dl is regarded as the prior art closest to the 


subject matter of Claims 1 and 14. 


Dl discloses an 


optical imaging system (see Fig. 1, 


page 1, line 26 


- page 3, line 27 and page 4, line 


16 - page 5, line 


26) with a lighting device (page 5, 


lines 3-4) and a 


detector device (page 5, lines 2-6) 


which are 


arranged to illuminate an object and record an image 


of the object (Fig. 1) . Moreover, the optical 


imaging system comprises a pattern 


generator for the 


production of a variable, spatial pattern of object 


conditions on the object (page 5, lines 16-26), with 


the lighting device and the pattern generator being 


arranged to produce object conditions, on which the 


light which can be detected by the 


detector unit 


depends, and an image generator for reconstructing 


object imaging from images which have been recorded 


with the detector device (page 5, 




lines 6-15) . 





Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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X 



% 
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InterffPrTonal application No. 
PCT/EP 00/01806 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



2. 



3. 



The subject matter of Claim 14 differs from this 
prior art in that the light which can be detected by 
the detector device is non-linearly dependent on the 
object conditions produced. 

Optical imaging systems based on non-linear optical 
effects are known in the prior art; see e.g. D2 
(abstract) and page 4, lines 18-28 of the 
description of the present application. None of the 
prior art documents, however, suggests using non- 
linear optical effects in imaging methods according 
to Dl, which leads to a significant increase in the 
spatial resolution - see page 6, lines 3-29 of the 
description . 

Claim 14 therefore meets the requirements of PCT 
Article 33(1) . 

Claim 1 refers to the corresponding optical imaging 
method. Claim 1 therefore also meets the 
requirements of PCT Article 33(1). 

Dependent Claims 2-13 and 15-22 are directed towards 
advantageous embodiments of the imaging method 
according to Claim 1 and the imaging system 
according to Claim 14 and therefore also meet the 
requirements of PCT Article 33(1). 

Claim 23 refers to the use of the method defined in 
Claim 1 and of the optical system defined in Claim 
14 in combination with optical microscope methods 
and the corresponding microscopy arrangements. Claim 
23 therefore also meets the requirements of PCT 
Article 33(1) . 
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Interna^nal application No. 
PCT/EP 00/01806 



VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

1. Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii), the description 
does not cite Dl or indicate the relevant prior a 
disclosed therein . 

2. The embodiments specified on page 36, lines 8-12 
the description, which are based on "any desired 
combination" of features, are not clear. 

Such a lack of clarity leads to doubt as regards 
the scope of protection and therefore impairs the 
clarity of the claims. 
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| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X | was 
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made before the expiration of 19 months from the priority date or. where Rule 32 applies, within the time limit under 



Rule 32.2(b). 
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15129/US Hz/hr 



PATENT CLAIMS 1, 14, and 23 (as amended during 
PCT Chapter II procedure) 



1. 



Process for obtaining an object image of at least one 



object, (40), wherein at least two partial images of 
the object (40) are taken under differing object con- 
ditions which are formed on the object with spatial 
patterns, and the desired object image is determined 
from the partial images characterized in that the spa- 
tial patterns are implemented in such a way that the 
partial images contain different contributions of 
various space frequency components of the object 
structure and a non-linear dependence of the light de- 
tectable from a current object point on the object 
conditions obtaining at the object point exists, and 
the determination of the object image is performed us- 
ing the non-linear dependence of the detected light on 
the respective object conditions. 

14. Optical imaging system (100) having: 

- an illumination device (10) and a detector device 
(60) which are set up for illuminating an object 
(40) and for recording an image of the object (40) 
or of parts of the object (40), 

at least one pattern generator (20, 20', 20") for 
generating at least one changeable spatial pattern 
of object conditions on the object (40) , with the 
illumination device (10) and/or the pattern genera- 
tor (20, 20 f , 20") being set up for generating ob- 
ject conditions on which the light detectable with 
the detector device (60) is dependent, and 



an image generator (70) for reconstruction of an 
object image from partial images which were re- 
corded with the detector device (60), 
characterized in that 

the illumination device (10) and/or the pattern 
generator (20, 20 T , 20") are set up for the purpose 
of generating object conditions on which the de- 
tectable light is nonlinearly dependent, and 
the image generator (70) is designed for recon- 
struction of the object image using the non-linear 
dependence of the detectable light on the object 
conditions. 

£fsage of a process or an optical system according to 
one of the preceding claims in combination with opti- 
cal microscopy processes, particularly in combination 
with standard far field microscopy, epif luorescence 
microscopy, confocal microscopy, 4Pi microscopy, theta 
microscopy, near field microscopy, microscopic I 2 M, 
I 3 M, and I 5 M processes, STED processes, multiphoton 
microscopy, CARS processes, and SHG or THG microscopy. 
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17. Januar 2001 



Aktenzeichen: PCT/EP00/018 0 6 

Anmelder : Max-Planck-Gesellschaf t 

Unser Zeichen: 15129/PCT Hz/ap 



Auf den amtlichen Bescheid vom 20,10.2000 

Hiermit werden neue Patentanspruche 1, 14 und 23 eingereicht, 
die die ursprunglichen Patentanspruche 1, 14 und 23 im weiteren 
Verfahren ersetzen sollen. Es wird urn Fortsetzung des Verfah- 
rens der internationalen vorlaufigen Prufung auf der Grundlage 
der geanderten Unterlagen gebeten. 

Die Anspruche wurden wie folgt geandert. Die Anspriiche 1 und 14 
wurden gegeniiber WO 97/06509 abgegrenzt und entsprechend dem 
Vorschlag der Pruf ungsstelle auf der Grundlage der Beschreibung 
(Seite 6, Zeilen 16 bis 25) klargestellt . In Anspruch 1 wurde 
die Formulierung „durch Rekonstruktion der Raumf requenzanteile" 
in Bezug auf die Ermittlung der Objektabbildung aus den Teil- 
bildern gestrichen. Diese Streichung ist aus den folgenden 
Grunden zulassig. In der urspriinglich eingereichten Fassung der 
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vorliegenden Patentanmeldung ist allgemein die RekonstruJction 
der Objektabbildung aus den Teilbildern (ohne die gestrichene 
Formulierung) offenbart (siehe z. B. ursprunglicher Anspruch 
14) . Die Streichung stellt ferner eine Klarstellung der An- 
spruchsf ormulierung dar. Die RekonstruJction der Objektabbildung 
basiert insbesondere auf der Losung eines Gleichungssystems auf 
der Grundlage der auf genommenen Teilbilder (siehe Beschreibung, 
Seite 22, letzter Abs^tz bis Seite 25, Absatz) . 

In Anspruch 23 wurde der Ausdruck „herk6mmliche" gestrichen. 
Der Ausdruck „insbesondere" wurde beibehalten. Die Verwendung 
des erf indungsgemaBen Verfahrens ist nicht auf die in Anspruch 
23 beispielhaft aufgefiihrten Verfahren beschrankt. Die Verwen- 
dung von „insbesondere" ist zulassig. Die Streichung von ins- 
besondere" wiirde die Formulierung eines abhangigen 
Verwendungsanspruches er f ordern . 

Nachdem die Unterlagen entsprechend den Hinweisen im Prufungs- 
bescheid iiberarbeitet wurden, wird urn die Obermittlung eines 
positiven internationalen vorlaufigen Priif ungsberichtes gebe- 
ten . - 




Patentanwalt 

i 



Anlage : 

Neue Patentansprliche 1, 14 und 23 (dreifach) 



1- 




Aktenzeichen: PCT/EP00/0180 6 
Anmelder : Max-Planck-Gesellschaf t 



15129/PCT Hz/ap 
17.01.2001 



Patentansprliche 1, 14 und 23 



1. Verfahren zur Gewinnung einer Obj ektabbildung mindestens 
eines Objekts (40) , wobei mindestens zwei Teilbilder des Ob- 
jekts (40) unter jeweils verschiedenen Ob j ektbedingungen auf- 
genommen werden, die am Objekt mit raumlichen Mustern ausge- 
bildet sind, und aus den Teilbildern die gewunschte Obj ektab- 
bildung ermittelt wird, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die raumlichen Muster so ausgebildet sind, dass die Teilbil- 
der unterschiedliche Beitrage verschiedener Raumf requenzan- 
teile der Ob j ektstruktur enthalten und jeweils fur einen Ob- 
jektpunkt eine nicht-lineare Abhangigkeit des vom Objektpunkt 
her detektierten Lichtes von den am Objektpunkt gegebenen Be- 
dingungen besteht, und 

die Ermittlung der Ob j ektabbildung unter Ausnutzung der 
nicht-linearen Abhangigkeit des detektierten Lichtes von den 
jeweiligen Ob j ektbedingungen erfolgt. 

14. Optisches Abbildungssystem (100) mit: 

- einer Beleuchtungseinrichtung (10) und einer Detektorein- 
richtung (60), die dazu eingerichtet sind, ein Objekt (40) zu 
beleuchten bzw. eine Abbildung des Objekts. (40) oder von Tei- 
len des Objekts (4 0) aufzunehmen, 

-* mindestens einem Mustergenerator (20, 20', 20'') zur Erzeu- 
gung mindestens eines veranderlichen raumlichen Musters von 
Ob j ektbedingungen am Objekt (4 0) , wobei die Beleuchtungsein- 
richtung (10) und/oder der Mustergenerator (20, 20', 20'.') 
dazu eingerichtet sind, Obj ektbedingungen zu erzeugen, von 
denen das mit der Detektoreinrichtung (60) detektierbare 
Licht abhangig ist, und 
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- einem Bildgenerator (70) zur Rekonstruktion einer Objektab- 
bildung aus Teilbildern, die mit der Detektoreinrichtung (60) 
aufgenommen worden sind, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

- die Beleuchtungseinrichtung (10) und/oder der Mustergenera- 
tor (20, 20 20'') dazu eingerichtet sind, Ob j ektbedingungen 
zu erzeugen, von denen das detektierbare Licht nicht-linear 
abhangig ist, und ; 

- der Bildgenerator (70) zur Rekonstruktion der Objektabbil- 
dung unter Verwendung der nicht-linearen Abhangigkeit des de- 
tektierbaren Lichtes von den Ob j ektbedingungen ausgelegt ist. 

23. Verwendung eines Verfahrens oder eines optischen Systems 
gemafl einem der vorhergehenden Anspruche in Kombination mit 
optischen Mikroskopieverf ahren, insbesondere in Kombination 
mit der Standard- Fernf eldmikroskopie, der Epif luoreszenz- 
mikroskopie, der Konf okalmikroskopie, der 4Pi-Mikroskopie, 
der Theta-Mikroskopie, der Nahf eldmikroskopie, mikroskopi- 
schen I 2 M-, I 3 M- und I 5 M-Verfahren, STED-Verf ahren, Multipho- 
tonenmikroskopie, CARS-Verf ahren und SHG- oder THG- 
Mikroskopie . 



i 



DerAntrag ist bei der zustandigen mit der wte\*mm$}ten vorldufigen Priifung beauftragten Bekdrde oder, we 
vom Anmelder gewahlten Bekdrde einzureichen^SSrAnmelder kann den Namen oder den Zweibuchstaben-Code 

BPEA/ 




t mehrBehdrden zustandig sind, bei der 
r ehorde aufdernachstehenden Zeile angeben. 



PCT 



KAPITEL II 



ANTRAG AUF INTERNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Artikel 31 des Vertrags uber die intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens: 
Der (die) Unterzeichnete(n) beantragt (beantragen), dafi fur die nachstehend bezeichnete intemationale Anmeldung 
die intemationale vorlaufige Priifung nach dem Vertrag uber die intemationale Zusammenarbeit auf dem 

Gebiet des Patentwesens durchgefuhrt wird. 

. Von der mit der intemationalen vorlaufigen Priifung beauftragten Behorde auszufullen ===== 



Bezeichnung der IPEA 



Eingangsdatum des ANTRAGS 



Feld Nr. I KENNZEICHNUNG DER INTERNA TIONALEN ANMELDUNG 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
15129/PCT ap 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EPOO/01806 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
02.03.2000 


(Friihester) Priorita^tagfrag^/tatf/aArj 
02.03.1999 


Bezeichnung der Erfindung 

Verfahren und Vorrichtung zur Objektabbildung 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; beijuristischen Personenvollstdndige amtliche Bezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postteitzahl und der Name des Stoats anzugeben ) 

Max-Planck-Gesellschaft 


Telefonnr.: 


zur Forderung der Wissenschaften e. V. 
HofgartenstraBe 8 




Telefaxnr.: 


D-80539 Munchen (DE) 






Femschreibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Name und An schrift : (Familienname, Vorname; beijuristischen Personen vollstdndige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Posueitzahl und der Name des Stoats anzugeben, ) 


Heintzmann, Rainer 
Stumpfe Eiche 11 
D-37077 Gottingen (DE) 








Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischenPersonenvollstanalge amtliche Bez^ Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. ) 


Cremer, Christoph 
Mombertplatz 23 
D-69126 Heidelberg (DE) 








Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


| | Weitere Anmelder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Blatt 1) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 
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Blatt Nr. 2 . 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP00/01806 



FeldNr. HI ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person ist | X\ Anwalt | | gemeinsamer Vertreter 

und Jy| ist vom (von den) Anmelder(n) bereits fruher bestellt worden und vertritt ihn (sie) auch fur die internationale vorlaufige 

| | wird hiermit bestellt; eine etwaige fhihere Bestellung eines Anwalts/gemeinsamen Vertreters wird hiermit widerrufen. 

wird hiermit zusatzlich zu dem bereits fruher bestellten Anwalt/gemeinsamen Vertreter, nur fur das Verfahren vor der 
mit der internationalen vorlaufigen Prtifung beauftragten Behorde bestellt. 



□ 



Name und Anschrift: 



(Familienname, Vorname; beijuristischenPenonenvolktandigeamllicheBcuichrumg. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugcben. ) 



Hertz, Oliver 
v. Bezoid & Sozien 
AkademiestraBe 7 
D-80799 Munchen (DE) 



Telefonnr.: 



089 / 3899980 



Telefaxnr.; 



089 / 38999850 



Fenischreibnr.: 



□ Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obigen 
Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben wird. 

Feld Nr. IV ERKLARUNG BETREFFEND ANDERUNGEN 



Der Anmelder wunscht, dafi die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde* 



i) 
ii) 



□ 
□ 



«*> □ 
-) □ 
v) □ 



die internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der urspriinglich 
eingereichten Fassung aufnimmL 

die Anderungen nach Artikel 34 

| | der Beschreibung (Anderungen liegen bei) 

| | der Anspriiche (Anderungen liegen bei) 

| | der Zeichnungen (Anderungen liegen bei) 
berucksichtigt. 

die beim Internationalen Btiro eingereichten Anderungen der Anspriiche nach Artikel 19 berucksichtigt (Kopie liegt 
bei). 

die Anderungen der Anspriiche nach Artikel 19 nicht berucksichtigt, sondern als uberholt ansieht. 

den Beginn der internationalen vorlaufigen Prufung bis zum Ablauf von 20 Monaten ab dem Prioritatsdatum 
aufschiebt, sofern die Behorde nicht eine Kopie nach Artikel 19 vorgenommener Anderungen oder eine Erklarung des 
Anmelders erhalt, dafi er keine solchen Anderungen vornehmen will (Regel 69.1 d)). (Dieses Kastchen darf nur 
angekreuzt werden, wenn die Frist nach Artikel 19 noch nicht abgelaufen ist.) 



* Wenn kein Kastchen angekreuzt wird, wird mit der internationalen vorlaufigen Prufung auf der Grundlage der internationalen 
Anmeldung in der urspriinglich eingereichten Fassung begonnen; wenn eine Kopie der Anderungen der Anspriiche nach 
Artikel 19 und/oder Anderungen der internationalen Anmeldung nach Artikel 34 bei der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde eingeht, bevor diese mit der Erstellung eines schriftlichen Bescheids oder des internationalen 
vorlaufigen Prufungsberichts begonnen hat, wird jedoch die geanderte Fassung verwendet. 



Feld Nr. V BENENNUNG VON STAATEN ALS AUSGEWAHLTE STAATEN 



Der Anmelder benennt als ausgewahlte Staaten alle auswahlbaren Staaten ( das heifit, alle Staaten, die bestimmt wurden 
und durch Kapitel Tides PCT gebunden sind) ausgenommen 



( Mochte der Anmelder bestimmte Staaten nicht auswahlen, sind die Namen oderZweibuchstaben-Codes dieser Staaten 
auf den obenstehenden Zeilen anzuge ben. ) 



Fonnblatt PCT/IPEA/401 (Blatt 2) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 




Internationales Aktenzeichen 



PCT/EP00/01806 



FeldNr.VI KONTROIXISTE 


Dem Antrag liegen folgende Unterlagen fur die Zwecke der 
intemationalen vorlaufigen Priifiing bei: 

1 . Anderungen nach Afctikel 34 

Beschreibung Blatter 
Anspruche : B latter 
Zeicnnungen . matter 

2. Begleitschreiben zu den 

Anderungen nach Artikel 34 : Blatter 


Von der mit der intemationalen vorlaufigen Priifung 
beauftragten Behdrde auszufullen 

prhaltPTi nir*ht Arhalt-^n 

□ □ 

□ □ 

1 — 1 1 1 

1—1 l_l 

□ □ 


3. Kopie der Anderungen nach Artikel 19 Blatter 

4. Kopie einer Erklarung nach Artikel 19 : Blatter 


□ □ 

□ □ 


5. Sonstige (einzeln auffuhren) : Blatter 


□ □ 


Dem Antrag liegen auBerdem die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 


1. | | unterzeichnete gesonderte Vollmacht 4. \)(\ 


Blatt fur die Gebuhrenberechnung 


2. | | Kopie der allgemeinen Vollmacht 5. | | sonstige (einzeln auffuhren): 


3. | | Begrundung fur das Fehlen der Unterschrift 




Feld Nr. VH UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS, ANWALTS ODER GEMEINSAMEN VERTRETERS 


Der Namejeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sqfern sich dies nicht aus dem Antrag ergibt, 
in welcherEigenschaftdie Person unterzeichnet 


DNettver H4rtz 

Patentanwalt 









1. 


Datum des tatsachlichen Eingangs des ANTRAGS: 


2. 


Geandertes Eingangsdatum des Antrag s aufgrund 
von BERICHTIGUNGEN nach Regel 60. 1 .b) : 


3. 


1 — 1 Eingangsdatum des Antrags NACH Ablauf von 19 Monaten ab | — | Der Anmelder wurde 
1 — 1 Priori tatsdatum; Punkt 4 und Punkt 5 t unten, flnden keine Anwendung. > — ■ entsprechend unterrichtet 


4. 


[ | Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 19 Monate ab Priori tatsdatum wegen Fristverlangerung nach Regel 80.5. 


5. 


| 1 Das Eingangsdatum des Antrags liegt nach Ablauf von 1 9 Montaten ab Prioritatsdatum, der verspatete Eing ang ist aber nach 
1 1 Regel 82 ENTSCHULDIGT. 





Antrag vora IPEA erhalten am: 



Formblatt PCT/IPEA/401 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



/i 



PCT 



KAPITEL H 



BLATT FUR DIE GEBUHRENBERECHNUNG 
Anlage zum Antrag auf internationale vorlaufige Priifung 



Internationales 
Aktenzeichen 


PCT/EP00/01806 


Aktenzeichen des 
Anmelders Oder Anwalts 


15129/PCTap 



Von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragten Behorde auszufullen 



Eingangssterapel derlPEA 



Anmelder 



Max-Planck-Gesellschaft zur FOrdrung der Wissenschaften e. V. 



Berechnung der vorgeschriebenen Gebiihren 

1 . Gebtihr fur die vorlaufige Priifun g 

2. Bearbeitungsgebiihr (Anmelder aus einigen Staaten 
haben Anspruch auf eine Ermafiigung der 
Bearbeitungsgebiihr um 75%. Hat der Anmelder ( oder 
haben alle Anmelder) einen solchen Anspruch, so 
betragt der in Feld H einzutragende Betrag 25 % der 
Bearbeitungsgebiihr.) 

3 . Gesamtbetrag der vorgeschriebenen Gebiihren 
Addieren Sie die Betrage in den Feldern 

P und H und tragen Sie die Summe in 

das nebenstehende Feld ein 



EUR 1.533,00 



EUR 147,00 



H 



EUR 1.680,00 



INSGESAMT 



Zahlungsart 

□ Abbuchungsauftrag fur das 
laufende Konto bei der IPEA 
(siehe unten) 



Scheck 
| | Postanweisung 
I | Bankwechsel 



| | Barzahlung 

| I Gebiihrenmarken 

| | Kupons 

| | Sonstige ( einzeln angeben): 



Abbuchungsauftrag (diese Zahlungsweise gibt es nicht bei alien Behorden) 

Die IPEA/ | | wird beauftragt, den vorstehend angegebenen Gesamtbetrag der Gebiihren von meinem laufenden 

Konto abzubuchen. 

I I ( dieses Kdstchen darf nur angekreuzt werden, wenn die Vorschriften der IPEA iiber laufende Konten dieses Verfahren 

1 1 erlauben) wird beauftragt, Fehlbetrage oder Uberzahlungen des vorstehend angegebenen Gesamtbetrags 

der Gebiihren meinem laufenden Konto zu belasten bzw. gutzuschreiben. 



Kontonummer 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Unterschrift 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Anlage) (Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zum Blatt fur die Gebiihrenberechnung 



PC 



ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, dafi die vorliegende 
internationale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



Vorn^Mineldeamt auszufullen 



Internationales Aktenzeichen 



Internationales Anmeldedatum 



Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max. 12 Zeichen) 15129/PCT Ri 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 
Verfahren und Vorrichtung zur Objektabbildung 


Feld Nr. U ANMELDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehena kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

Max-Planck-Gesellschaft 

zur Forderung der Wissenschaften e.V. 

HofgartenstraBe 8 

D-80539 Miinchen (DE) 


1 1 Diese Person ist 
* ' gleichzeitig Erfinder 


TeJefonnr.: 


Tdetaxnr.: 


Ferns chreib nr. : 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder 1 | aileBestiin- rZJ\ alleBestiinmungsstaaten mit Aoxiiahme 1 | nurdieVereinigten 1 I dieimZusatzfeld 
fttrfolgendeStaatea: 1 1 mangsstaatcn 1 1 der VereinigtenStaaten vonAmerika 1 1 Staaten von Amcrika 1 | angegebcncnStaaten 


Feld Nr. IH WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollst&ndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehena kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 

Heintzmann, Rainer 
Stumpfe Eiche 1 1 
D-37077 Gottingen (DE) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| XI Anmelder und Erfinder 

1 | nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

AngabennichtnStig.) 


Staatsangehoiigkeit (S taat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


DiesePerson ist Anmelder I | alleBestim- I I aJlc Bcstimmungsstaaten mit Aumahmc ryi nor die Verehoigten [ 1 die im Zasatzfcld 

fiir folgende Staaten: I 1 mungsstaaten ' 1 der Vercmigten Staaten von Amerika 1 ^* 1 Staat en von Amerika | | angcgcbcncn S taatcn 


|Xl Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wkdhienmtbesteUt/istbesteUtworden, umfUr den (die) Anmelder ^ Anwalt I 1 S eraeinsamer 

vor den zustandigen internationalen Beholden in folgender Eigenschaft zu handeln als: I I Vertreter 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; beijuristischenPersonmyolbtdnSgemdkheBezewhnm 
bei der Anschrift sind die Posdeitzahl und der Name des Stoats anzugeben.) 

Hertz, Oliver 
v. Bezold & Sozien 
AkademiestraB 7 
D-80799 Miinchen (DE) 


Telefonnr.: 

+49-89-3899980 


Telefaxnr.: 

449-89-38999850 


Femschreibnr.: 


| 1 Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obigen Feld 
1 1 eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist 



FormblattPCT/RO/101 (Blatt 1) (Januar 1997; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



*<3 



BlattNr. 



Fortsetzung von Feld Nr. HI WETTERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Wird keines der folgenden F elder benutzt, so ist dieses Blatt dent Antrag nicht beizufUgen. 


Name und Anschnft: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amiliche 
Bezeichnung. Bex der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

Cremer, Christoph 

Mombertplatz 23 

D-691 26 Heidelberg (DE) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

1 XI Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses K&stchen 

y 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angabennichtno'tig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat) : ^ ^_ 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


DiesePerson ist Anmelder | I alleBestim- I I aJlcBcstiinmimgsstaatcnmitAusnahme fyf] nurdieVeremigten | 1 dicimZusatzfcld 

fur folgende Staaten: | | mungsstaaten | | der Veieimg ten Staatcn von Amerika L5J Staaten vonAmerika | | angegebencn S taaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amiliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 


Diese Person ist: 
| 1 nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
i— J angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nichtnotig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


DiesePersonistAnmelder | I aJle Besom- | | allc B cstimminigss taatcn mi tAusnahmc 1 1 nurdieVereinigten I 1 die im Zosatzfeld 

fttr folgende Staaten: [ | mungsstaatcn | | der Vcxeinig ten Staat en von Amcrika | | Staaten vonAmerika | | angegebenen Staatcn 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amiliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

I 1 Anmelder und Erfinder 

| ! nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
■ — ' angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angabennichtndtig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


DiesePersonistAnmelder I 1 alleBestim- 1 j allcBcsUmrnungsstaatcnmitAusnahmc [ | nor die Vcxcmigtcn | 1 die im ZusatzfeJd 

rtir folgen.de Staaten: { | mungsstaatcn | j der Vcrcinigtcn Staatcn von Amcrika 1 1 Staaten vonAmerika I | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

1 | nur Erfinder (Wird dieses K&stchen 
L— 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nichtndtig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


DiesePersonistAnmelder I I alleBestim- I 1 allcBestimmnngss taatcn mitAunnahmc I 1 nurdic Vcreinigten 1 | die im ZusatzfeJd 
fur folgende Staaten: | | mungsstaatcn | | der Vcrcinigtcn Staatcn von Amcrika | | Staatcn vonAmerika | | angegebenen Staaten 


| | Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Januar 1997; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Feld Nr. V BESTIMMUNG V 



Blatt Nr. . 3 



AATEN 



Die folgenden Bestimmungen nach Regel 4.9 Absatz a werden hiermit vorgenornmen (bitte die entsprechenden Kastchen ankreuzen; wenigstens 
ein Kastchen mufi angekreuzt werden): 

Regionales Patent 

□ AP AMPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swasiland, 

UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

n EA Eorasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 
Moldau, RU Russische Federation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Eurasischen Patentiib ereinkommens und des PCT ist 

[3 EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH and LI Schweiz und Liechtenstein, DE Deutschland, 
DK Danemark, ES Spanien, FI Finnland, FR Frankreich, GB Vereinigtes Konigreich, GR Griechenland, IE Irland, 
IT Italien, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal, SE Schweden und jeder weitere Staat, der 
Vertragsstaat des Europaischen Patentttbereinkornmens und des PCT ist 

□ OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zentralafrikanische Republik, CG Kongo, CI Cote d'lvoire, 

CM Kamerun, GA Gabun, GN Guinea, ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (fails eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges 
Verfahren gewunscht wird, bitte auf der gepunkteten Linie angeben) 

Nationales Patent (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahrengewunscht wird, bitte auf der gepunkteten Linie angeben): 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AL Albanien PI 

AM Armenien . . 

AT Osterreich □ 

AU Australien fl 

AZ Aserbaidschan □ 

BA Bosnien-Herzegowina □ 

BB Barbados 

BG Bulgarien □ 

BR Brasilien □ 

BY Belarus □ 

CA Kanada Q 

CH and LI Schweiz und Liechtenstein □ 

CN China □ 

Kuba □ 

Tschechische Republik □ 

Deutschland □ 

Danemark □ 

Estland □ 

Spanien O 



CU 

cz 

DE 
DK 
EE 
ES 
FI 
GB 
GE 
GH 

GM Gambia 
GW Guinea-Bissau . 

HU Ungarn 

ID Indonesien 

IL Israel 

IS Island 

JP Japan 

KE Kenia 



Finnland 

Vereinigtes KOnigreich 

Georgien 

Ghana 



□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

QD 

KG Kirgisistan □ 

KP Demokrausche Volksrepublik Korea □ 

□ 



LT Litauen 
LU Luxemburg 
LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar ....... ; 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Federation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Tttrkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine , 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika 



UZ 
VN 
YU 
ZW 



Usbekistan 
Vietnam . - . 
Jugoslawien 
Simbabwe . 



KR 
KZ 
LC 
LK 
LR 
LS 



Republik Korea 
Kasachstan 
Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 

Lesotho 



Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 
nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 
dieses Formblatts beigetreten sind: 

□ 

□ 

□ 



Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem 

PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der Bestimmung von . 

Der Anmelder erklart, dafi diese zusatzlichen Bestimmungen unter dem Vorbehalt einer Best^tigung stehen und jede zusatzliche 
Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom 
Anmelder zurtickgenommen gilt- (Die Bestdtigung einer Bestimmung erfolgtdurch die Einreichung einer Mitteilung, in der diese Bestimmung dngegeben wird, 
und die Zahlung der Bestimmungs- und der Bestatigungsgebiihr. Die BestUtigung mufi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen,) 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



fit 



4a 



Feld Nr. VI PRIORITATSANi 



Blatt Nr. 



Weitere PrioritateanspHKie sind im Zusatzfeld angegeben. j | 



Die Prioritat der folgenden friiheren Anmeldung(en) wird hiermit beansprucht: 



Staat 

(Anmelde- oder Bestimmimgsstaat 
der Anmeldung) 



(1) 



DE 



Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



02.03.1999 



Aktenzeichen 



199 08 883.7 



An meld earn t 

. (nur bei regionaler oder 
internationaler Anmeldung) 



(2) 



(3) 



Dieses Kastchen ankreuzjen, wetm die beslaubigte Kopie der friiheren Anmeldung von dem Ami ausgestellt werden soil, das fur die Zwecke dieser inlernalionalen Anmeldung 
Anmeldeami isl (tine Geblihr ham venangt werden): 

Das Anmeldeamt wird hiermit ersuchti eine beglaubigte Abschrift der oben in Zeile(n) 



□ 



bezeichneten friiheren Anmeldung(en) zu ersteHen und dem Intemationalen Buro zu iibermitteln. 



Feld Nr. VH INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der Interna tlonalen Recher chenbehorde (JSA ( Sind zwei oder mehr Internationale 
Recherchenbehdrden fur die internationale Recherche zusttindig, ist der Name der Behorde anzugeben, 

die die Internationale Recherche durchflihren soil; Zweibuchstaben-Code genilgt): ISA / 

Frfihere Recherche AuszufUllen, wenn eine Recherche (internationale Recherche, Recherche internationaler Art odersonstige Recherche) bereits 
bei der intemationalen Recherchenbehorde beantragt oder von ihr durcheeflihrt warden ist und diese Behdrde nun ersucht wird die Internationale 
Recherche soweitwie mSgHch auf die Ergebnisse etner solchen friiheren Recherche zu stutzen. Die Recherche oder der Recherchenantrag ist durch 
Angabe der betreffmdenAnmeldung(bzw.aeren Ubersetzung)oderdesRecherchenantragszubezeichnen. 



Staat (oderregionales Amt): 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen: 



Feld Nr. VIII KONTROLIJSTE 



Diese internationale Anmeldung umfaBt: 



1. Antrag 

2. Beschreibung 

3. Anspriiche 

4. Zusammexifassung 

5. Zeichnungen 

Insgesamt 



4 Blatter 
36 Blatter 

5 Blatter 
1 Blatter 
8 Blatter 



54 Blatter 



Dieser intemationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 
*■ O vSS^ neteSeS ° nderte 5 - IZI BlattflirdieCebiihrenbercchnung 

2 I I Kopie der allgemeinen 6. I I Gesonderte Angaben zu hinter- 
* I I Vollmacht I I legtenMikroorganismen 



□ Begrundung ftir 
der Unterscnrift 



dasFehlen7. I I Sequenzprotokolle fur Nucleotide 
I 1 und/oder Aminosauren (Diskette) 



4 - DSSS^tt 8 ' □ So^ieimelnauffuHren): 

Nr. VI kennzeichnen): 



AbbildungNr. 2_ 



der Zeichnungen (falls vorhanden) soil mit der Zusammenfassung veroffentlicht werden. 



Feld Nr. IX UNTERS C HRTFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Name jederunterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht eindeutig aus dem Antrag 
ergibt, in welcherEigenschaft die Person unterzeichnet 

Hertz, Oliver 

Europaischer Patentanwalt 



- Vom Anmeldeamt auszufullen - 



1 . Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
intemationalen Anmeldung: 



3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser intemationalen Anmeldung: 



4 . Datum des fristgerechten Eingangs der angef orderten 
Richtigstellungen nach Artikei 1 1(2) PCX: 



□ 



Zeichnungen 
einge- 
gangen: 



□ nicht ein- 
gegangen: 



5. Vom Anmelder benannte 

Internationale Recherchenbehdrde: 



ISA/ 



6. I | Obermittlune des Recherchenexemplars bis zur 
I 1 Zahlung der Kecherctongebuhr aufgeschoben 



■ Vom International en Buro auszufullen . 



Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Intemationalen Biiro: 



FormblattPCT/RO/101 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



4t< 



Dieses Blatt ht Teil und zdhlt nicht als Blatt der interrJ^^^ilen Anmeldung. 

PCT 



BLATT FUR DIE GEBUHRENBERECHNUNG 
Anhang zum Antrag 



Aktenzeichen des Anmelders _ 
oderAnwaits 15129/PCTRi 



■ Von Anmeldeamt auszufUllen 



Internationales Aktenzeichen 



Eingangsstempel des Anmeldeamts 



Anmelder 



Max-Planck-Gesellschaft ... et al. 



BERECHNUNG DER VORGES CHRIEBENEN GEBOHREN 

1. OBERMTTTLUNGSGEBtiHR 

2. RECHERCHENGEBOHR 

Die internationale Recherche ist durchzufuhren von 



1 EUR 102,00 


T 


EUR 945,00 


S 



(Sindzwei oder mehr Internationale Recherchenbehdrden fur die internationale Recherche zustandig, 
ist der Name derBehorde anzugeben, die die internationale Recherche durchfiihren soil.) 



3. INTERNATIONALE GEBUHR 
Grundgebtihr 

Die internationale Anmeldung enthalt 



54 



Blatter. 



umfafit die ersten 30 I 
24 

Anzahl der Blatter 
uber 30 



10,00 



ZusatzblattgebUhr 



I EUR 413,00 




EUR 240,00 


b 2 



Addieren Sie die in Feld b, und b 2 eingetragenen 
Betrage, und tragen Sie die Summe in Feld B ein 



EUR 653,00 



Bestimmungsgebiihren 

Die internationale Anmeldung enthalt J? 

3 v EUR 95,00 



Bestimmungen. 



Bestimmungsgebuhr 



= j EUR 285,00 



Anzahl der zu zahlenden 
Bestkomungsgebiihren (maximal 11) 

Addieren Sie die in Feld B und D eingetragenen 

Betrage, und tragen Sie die Summe in Feld I ein 

(Anmelder aus emigen Staaten haben Anspruch auf eineJLrmQjiigung der mternationalen Gebuhrum 
75%. Hat der Anmelder (oder haben aUe Anmelder) einen solchen Anspruch, so betrUgtderin Feld I 
einzutragende Gesamtbetrag 25% der Summe der in FeldB undD eingetragenen Betrilgc.) 

. GEBUHR FUR PRIORTTATSBELEG 

GESAMTBETRAG DER ZU ZAHLENDEN GEBUHREN 

Addieren Sie die in Feldern T, S, I und P eingetragenen Betrage, 

und tragen Sie die Summe in das nebenstehende Feld ein 



EUR 938,00 



EUR 1.985,00 



INSGESAMT 



| | Die Bestimmungsgebuhren werden jetzt noch nicht gezahlt. 



ZAHLUNGSWEISE 

I | Abbuchungsauftrag (siehe unten) | | Bankwecbsel 

[IF] S check Q Barzahlung 

| | Postanweisung | | Gebiihrenmarken 



| | Kupons 

| | Sonstige ( einzeln angeben): 



ABBUCHUNGSAUFTRAG (diese Zahlungsweise gibt es nicht hex alien Anmeldeamtern) 
Das Anmeldeamt/ 



□ 
□ 
□ 



wird beauftragt, den vorstehend angegebenen Gesamtbetrag der Gebuhren von meinem laufenden 
Konto abzubuchen. 

wird beauftragt* Fehlbetrage oder Uberzahlungen des vorstehend angegebenen Gesamtbetrags der 
Gebuhren meinem laufenden Konto zu belasten bzw. gutzuschreiben. 

wird beauftragt, die Gebiihr fur die Ausstellung des Prioritatsbelegs und seine Ubermittlung an das 
Internationale Biiro der WIPO von meinem laufenden Konto abzubuchen. 



Kontonummer 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Unterschrift 



FormblattPCT/RO/101 (Anhang) (Juli 1997; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zum Blatt fur die Gebiihrenberechnung 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESI 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

Hertz, Oliver 

VON BEZOLD & SOZIEN 
Akademiestrasse 7 
D-80799 Munchen 
ALLEMAGNE 



EINGEGANGEN 

2 8. Feb. 2001 
f v. Bezok! &. Sozfea 



PGT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel 71.1 PCT) 



Absendedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 



27.02.2001 



Aktenzeichen des Anm elders oder Anwalts 
15129/PCTRi 


W1CHTIGE MITTEiLUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/01806 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
02/03/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
02/03/1999 


Anmelder 

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ... 



1. Dem Anmelder wird mitgeteilt, da3 ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehdrigen Anlagen, ubermittelt. 



Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



dem Internationalen Buro zur 



Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 



Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Beh&rde 

EuropSisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
ANDREATTA, R 

Tel. +49 89 2399-7581 



Formblatt PCT/IPEA/416 (Jul! 1992) 



VERTIRAG UBEU^Je INTERNATIONALE ZUS^jPENARBEOT AUF DEM 

GEBDET DES PATENTWESENS 

POT 



DNTERNATIONALEIR VORLAUFJGER PRUFUtVSGSBERJCHT 
(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
15129/PCT Ri 


siehe Mitteilung uber die Obersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen PrQfungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/01806 


Internationales Anmeldedatum(Ta£j/JVfona£/Ja/7r; 
02/03/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
02/03/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) oder natlonale Klassifikation und IPK 
G02B21/00 


Anmelder 






MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ... 









1. Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaRt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Beh6rde vorgenommenen Berichtigungen (siehe RegeJ 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Grundlage des Berichts 
Priori tat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur StOtzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Elnreichung des Antrags 



23/08/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



27.02.2001 



Name und Postanschrlft der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 



Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bedlensteter 
Narganes-Quijano, F 

Tel. Nr. +49 89 2399 2348 




Formblatt PCT/I PEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



llNTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01 806 



!. Grundlage des B richts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthaften.): 
Beschreibung, Seiten: 

1- 36 ursprungliche Fassung 
Patentanspriiche, Nr.: 

2- 1 3,1 5-22 ursprungliche Fassung 

1,14,23 eingegangen am 17/01/2001 mit Schreiben vom 17/01/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/8-8/8 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daft die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIH, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01 806 



4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die sotche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-23 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-23 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -23 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die Internationale Anmeldung nach Form Oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



8> 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01806 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Unter den im Recherchenbericht angegebenen Dokumenten sind die folgenden 
Dokumente in diesem Bescheid genannt: 

D1 = WO9706509 A 
D2 = W09711355.A 

***** 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Das Dokument D1 wird als nachstliegender Stand der Technik gegenuber dem 
Gegenstand des Anspruchs 1 bzw. 14 angesehen. D1 offenbart ein optisches 
Abbildungssystem (siehe Fig. 1 , Seite 1 , Zeile 26 - Seite 3, Zeile 27 und Seite 4, 
Zeile 16 - Seite 5, Zeile 26) mit einer Beleuchtungseinrichtung (Seite 5, Zeilen 3-4) 
und einer Detektoreinrichtung (Seite 5, Zeilen 2-6), die dazu eingerichtet sind, ein 
Objekt zu beleuchten bzw. eine Abbildung des Objekts aufzunehmen (Fig. 1). 
AuBerdem enthalt das optische Abbildungssystem einen Mustergenerator zur 
Erzeugung eines veranderlichen raumlichen Musters von Objektbedingungen am 
Objekt (Seite 5, Zeilen 16-26), wobei die Beleuchtungseinrichtung und der 
Mustergenerator dazu eingerichtet sind, Objektbedingungen zu erzeugen, von 
denen das mit der Detektoreinrichtung detektierbare Licht abhangig ist, und einen 
Bildgenerator zur Rekonstruktion einer Objektabbildung aus Bildern, die mit der 
Detektoreinrichtung aufgenommen worden sind (Seite 5, Zeilen 6-15). 

1.1 Der Gegenstand nach Anspruch 14 unterscheidet sich von diesem Stand der 

Technik dadurch, daf3 das mit der Detektoreinrichtung detektierbare Licht von den 
erzeugten Objektbedingungen nicht-linear abhangig ist. 

Optische Abbildungssysteme auf der Basis nicht-linearer optischer Effekte sind in 
dem Stand der Technik bekannt, siehe z.B. Dokument D2 (Zusammenfassung) 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/0 1806 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



und Seite 4, Zeilen 18-28 der Beschreibung der vorliegenden Anmeldung. Kein 
Dokument des Standes der Technik gibt jedoch eine Anregung zur Verwendung 
nicht-linearer optischer Effekte in Abbildungsverfahren nach Dokument D1, die zu 
einer erheblichen Erhdhung des raumlichen Auflosungsvermogens fuhrt, siehe 
Seite 6, Zeilen 3-29 der Beschreibung. 

Daher erfullt Anspruch 14 die Erfordernisse des Artikels 33(1) PCT. 

1.2 Anspruch 1 bezieht sich auf das entsprechende optische Abbildungsverfahren. 
Somit erfullt auch Anspruch 1 die Erfordernisse des Artikels 33(1) PCT. 



2. Die abhangigen Anspriiche 2-13 und 15-22 sind auf vorteilhafte Ausgestaltungen 
des Abbildungsverfahren nach Anspruch 1 bzw. des Abbildungssystems nach 
Anspruch 14 gerichtet und erfullen auch die Erfordernisse des Artikels 33(1) PCT. 



3. Anspruch 23 bezieht sich auf die Verwendung des im Anspruch 1 definierten 
Verfahrens bzw. des im Anspruch 14 definierten optischen Systems in 
Kombination mit optischen Mikroskopieverfahren bzw. mit den entsprechenden 
optischen Mikroskopanordnungen. Somit erfullt auch Anspruch 1 die 
Erfordernisse des Artikels 33(1) PCT. 



Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

1 . Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Rege! 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in dem Dokument D1 offenbarte einschlagige Stand der 
Technik noch dieses Dokument angegeben. 

3. Die auf Seite 36, Zeilen 8-12 der Beschreibung spezifizierten Ausgestaltungen, 
die sich auf "beliebige Kombinationen" von Merkmalen basieren, sind nicht klar. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA- April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01 806 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Eine solche Unklarheit laGt Zweifel uber den Schutzbereich entstehen und damit 
die Klarheit der Patentanspruche beeintrachtigen. 

***** 



\ 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA-April 1997) 



Aktenzeichen: PCT/EPO 0/018 06 
Anmelder : Max-Planck-Gesellschaf t 



15129/PCT Hz/ap 
17.01.2001 



PatentansprUche 1, 14 und 23 

1. Verfahren zur Gewinnung einer Objektabbildung mindestens 
eines Objekts (40) , wobei mindestens zwei Teilbilder des Ob- 
jekts (40) unter jeweils verschiedenen Objektbedingungen auf- 
genommen werden, die am Objekt mit raumlichen Mustern ausge- 
bildet sind, und aus den Teilbildern die gewiinschte Objektab- 
bildung ermittelt wird, 
dadurch. gekennseichnet , dass 

die raumlichen Muster so ausgebildet sind, dass die Teilbil- 
der unterschiedliche Beitr&ge verschiedener Raumf requenzan- 
teile der Objektstruktur enthalten und jeweils fur einen Ob- 
jektpunkt eine nicht-lineare Abh&ngigkeit des vom Objektpunkt 
her detektierten Lichtes von den am Objektpunkt gegebenen Be- 
dingungen besteht f und 

die Ermittlung der Objektabbildung unter Ausnutzung der 
nicht-linearen Abhangigkeit des detektierten Lichtes von den 
jeweiligen Obj ektbedingungen. erf olgt . 

14. Optisches Abbildungssystem (100) mit: 

- einer Beleuchtungseinrichtung (10) und einer Detektorein- 
richtung (60), die dazu eingerichtet sind, ein Objekt (40) zu 
beleuchten bzw. eine Abbildung des Objekts (40) Oder von Tei- 
len des Objekts (40) aufzunehmen, 

- mindestens einem Mustergenerator (20, 20", 20'") zur Erzeu- 
gung mindestens eines veranderlichen raumlichen Musters von 
Objektbedingungen am Objekt (40), wobei die Beleuchtungsein- 
richtung (10) und/oder der Mustergenerator (20, 20% 20'') 
dazu eingerichtet sind, Objektbedingungen zu erzeugen, von 
denen das mit der Detektoreinrichtung (60) detektierbare 
Licht abhangig ist, und 



- einem Bildgenerator (70) zur Rekonstruktion einer Objektab- 
bildung aus Teilbildern, die mit der Detektoreinrichtung (60) 
auf genommen worden sind, 

dadurch gekennseichnet , d&ss 

- die Beleuchtungseinrichtung (10) und/oder der Mustergenera- 
tor (20, 20', 20'') dazu eingerichtet sind, Objektbedingungen 
zu erzeugen, von denen das detektierbare Licht nicht-linear 
abhSngig ist, und 

- der Bildgenerator (70) zur Rekonstruktion der Objektabbil- 
dung unter Verwendung der nicht-linearen Abhangigkeit des de- 
tektierbaren Lichtes von den Objektbedingungen ausgelegt ist. 

23. Verwendung eines Verfahrens oder eines optischen Systems 
gemafi einem der vorhergehenden Anspriiche in Kombination mit 
optischen Mikroskopieverf ahren, insbesondere in Kombination 
mit der Standard-Fernf eldmikroskopie, der Epifluoreszenz- 
mikroskopie, der Konf okalmikroskopie, der 4Pi-Mikroskopie, 
der Theta-Mikroskopie, der Nahf eldmikroskopie, mikroskopi- 
schen I 2 M-, I 3 M- und I 5 M-Verf ahren, STED-Verf ahren, Multipho- 
tonenmikroskopie, CARS -Verf ahren und SHG- oder THG- 
Mikroskopie . 



A, 



VERTRAG 




ER DDE INTERNATIONALE ZU*> 
DEM GEBJET DES PATEN 




MENARBEJT 
NS 



PCT 

ONTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

15129/PCT Ri 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/01806 


Internationales Anmetdedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

02/03/2000 


(FrGhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

02/03/1999 


Anmelder 

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ... 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaft 
Artikel 18 ubermitteft. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4 Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. Grundlage des Berlchts 

a. 



Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



2. 
3. 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Obersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotld- und/oder Amlnosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

[ [ in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form entharten ist. 

| | zusammen mrt der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftltcher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | Die Erklarung, daft das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | Die Erklarung, daft die in computerlesbarer Form erfaflten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

[ | Bestlmmte Anspruche haben slch als nlcht recherchlerbar erwlesen {siehe Feld I). 
[ | Mangelnde Einheltllchkelt der Erflndung (siehe Feld II). 

Hinsichtlich der Bezeichnung der Erflndung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[ | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
rXj Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentltchen: Abb. Nr. 3 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen Q^] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
|~X~| weil diese Abbildung die Erfindung cesser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



I 



^n^jternationales Aktenzeichen 
INTERNATK^PlER RECHERCHENBERICHT WfcT/EP 00/01806 



Feld III WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1) 



Zeile 12 neu: 

Systeme (100) zur Umsetzung eines derartigen Verfahrens beschrieben. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2))(Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENST ANDES 

IPK 7 G02B21/00 G01N21/17 G01N21/62 G06T7/00 



Nach der International en Patentklassifikation (IPK) oder nach der national en Klassifikation und der IPK 



I Interru 



.ernatlonales Aktenzelchen 

/EP 00/01806 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 G02B G01N G06T 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 97 06509 A (GIM SYSTEMS LTD ; FRIEDMAN 
MARK M (IL); BEN LEVY MEIR (IL); PELEC E) 
20. Februar 1997 (1997-02-20) 
Seite 1, Zeile 3 -Seite 24, Zeile 14 
Zusammenf assung; Abbi Idungen 1,2,4 

W0 97 11355 A (CORNELL RES FOUNDATION INC 

; WEBB WATT W (US); XU CHRIS (US)) 

27. Marz 1997 (1997-03-27) 

Seite 1, Zeile 3 -Seite 4, Zeile 8 

Seite 8, Zeile 8 -Seite 9, Zeile 34 

Zusammenf assung; Abbi 1 dung 1 

DE 43 26 473 A (EUR0P MOLECULAR BIOLOGY 
LAB) 9. Februar 1995 (1995-02-09) 
Spalte 3, Zeile 13 - Zeile 42 
Spalte 5, Zeile 22 - Zeile 51 
Zusammenf as sung; Abbi 1 dung 3 

-/— 



1,7-9, 
13-17, 
20-23 



1,5,14, 
23 
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Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
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° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Priori tatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sic h auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Mafinahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



T" Spate re Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmefdedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 
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Zusammenf assung; Abbi Idling 3 
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WASHINGTON, 
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Zusammenf assung; Abbildung 11 
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SEARCH REPORT 




Ink ^Mfel Application No 

PCT/EP 00/01806 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 G02B21/00 G01N21/17 G01N21/62 G06T7/00 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 G02B G01N G06T 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 97 06509 A (GIM SYSTEMS LTD ; FRIEDMAN 
MARK M (ID; BEN LEVY MEIR (IL); PELEC E) 
20 February 1997 (1997-02-20) 
page 1, line 3 -page 24, line 14 
abstract; figures 1,2,4 

W0 97 11355 A (CORNELL RES FOUNDATION INC 
;WEBB WATT W (US); XU CHRIS (US)) 
27 March 1997 (1997-03-27) 
page 1, line 3 -page 4, line 8 
page 8, line 8 -page 9, line 34 
abstract; figure 1 

DE 43 26 473 A (EUR0P MOLECULAR BIOLOGY 
LAB) 9 February 1995 (1995-02-09) 
column 3, line 13 - line 42 
column 5, line 22 - line 51 
abstract; figure 3 

-/-- 



1,7-9, 
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1,5,14, 
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14,18, 
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J X j Further documents are listed in the continuation of box C. 



j)( j Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

*E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

*0" document referring to an oral Disclosure, use, exhibition or 
other means 

•P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

*Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to Involve an inventive step when the 
document Is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

"&* document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 
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Date of mailing of the international search report 
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Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 Patent! aan 2 
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pages 307-312, XP000707803 

ISSN: 0030-4018 
abstract; figure 1 
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C0NFOCAL FLUORESCENCE MICROSCOPE" 
JOURNAL OF THE OPTICAL SOCIETY OF AMERICA 
- A, US, OPTICAL SOCIETY OF AMERICA, 
WASHINGTON, 
vol. 9, no. 12, 

1 December 1992 (1992-12-01), pages 
2159-2166, XP000328467 

ISSN: 0740-3232 
abstract; figure 11 
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INTERNATIONALER ^■CHERCHENBERICHT 




lift Trohalea Aktenzelchen 

PCT/EP 00/01806 



A. KLASS1F1Z1ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G02B21/00 G01N21/17 G01N21/62 G06T7/00 



Nach der Intemationalen Patentklasstfikalton (IPK) Oder nach der national en Klassifi (cation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchterter Mindestpfiifstoff (Klassrfikationssy&tem und Klassifi katkxissymbo^e > 

IPK 7 G02B G01N G06T 



Recherchierte aber nicht zum Mlndeetpriifstoff gehorende Verdffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationaJen Recherche konsultierte eJektrontsche Datenbank (Name der Datenbank und evtt. verwendete Suchbegrifte) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UKTERLAGEN 



Kategorie" 


Bazeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


WO 97 06509 A (GIM SYSTEMS LTD ; FRIEDMAN 
MARK M (ID; BEN LEVY MEIR (IL); PELEC E) 
20. Februar 1997 (1997-02-20) 
Seite 1, Zeile 3 -Seite 24, Zeile 14 
Zusammenfassung; Abbildungen 1,2,4 


1,7-9, 
13-17, 
20-23 


A 


WO 97 11355 A (CORNELL RES FOUNDATION INC 

;WEBB WATT W (US); XU CHRIS (US)) 

27. Marz 1997 (1997-03-27) 

Seite 1, Zeile 3 -Seite 4, Zeile 8 

Seite 8, Zeile 8 -Seite 9, Zeile 34 

Zusammenfassung; Abbildung 1 


1,5,14, 
23 


A 


DE 43 26 473 A (EUROP MOLECULAR BIOLOGY 
LAB) 9. Februar 1995 (1995-02-09) 
Spalte 3, Zeile 13 - Zeile 42 
Spalte 5, Zeile 22 - Zeile 51 
Zusammenfassung; Abbildung 3 

-/— 


14,18, 
21-23 



Welter© Veroffentlichungen sirtd der Fortsetzung von FekJ C zu 
entnehmen 



Siehe An hang Patentfamilie 



• Beaondere Kategohen von angegebenen Verdffentlichungen 
*A" Veroffentlichung, die den aligemeinen Stand der Technik definlert, 
aber nicht ala besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" aJteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem Intemationalen 
Anmetdedatum veroffentiicht worden ist 

■L" Veroffentlichung, de geeignet ist, einen Prioritatsanapruch zweifelhaft er- 
schetnen zu lassen, oder durch die das Verofferrtllchungadatum etner 
anderen im Recherchenbertcht genannten Veroffentlichung beiegt werden 
sol) oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
auegefCihrt) 

'O' Veroffentlichung, die sich auf eine mundllche Offenbarung. 

eine Benutzung. eine Ausatellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem IntemationaJen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatadatum veroffentiicht worden ist 



T S patera Veroffentlichung, die nach dem intemationaJen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentiicht worden ist und mtt der 
AnmekJung nicht koHkflert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeJiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

*X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruohte Erfindung 
kann aJlein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkert beruhend betrachtet werden 

*Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; tfe beanspruchte Erfindung 
kann nicht aJa auf erfinderischer Tatigkert beruhend betrachtet 
werden, wenn ole Veroffentlichung mtt einer oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
dieee Verbindung fur einen Fachmann naheiiegend ist 

"&" Veroffentlichung. die Mltglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abachlussee der IntemationaJen Recherche 

3. Juli 2000 


Absendedatum des Intemationalen Recherchenberichts 

10/07/2000 


Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5616 Patentiaan 2 
NL - 2260 HV Rjjswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 
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Katogorie* Bezetchnung der Veroffentlicrtung, sowort erforderticfi unter Angabo der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



US 4 929 951 A (SMALL JAMES G) 

29. Mai 1990 (1990-05-29) 

Spalte 6, Zeile 50 -Spalte 7, Zeile 60 

Zusammenfassung; Abb i Idling 3 

DUNCAN M D: "MOLECULAR DISCRIMINATION AND 
CONTRAST ENHANCEMENT USING A SCANNING 
COHERENT ANTI-ST0KES RAMAN MICROSCOPE- 
OPTICS COMMUNICATIONS , NL , NORTH-HOLLAND 
PUBLISHING CO. AMSTERDAM, 
Bd. 50, Nr. 5, 1. Jul 1 1984 (1984-07-01), 
Seiten 307-312, XP000707803 

ISSN: 0030-4018 
Zusammenfassung; Abb il dung 1 

HELL S ET AL: "PROPERTIES OF A 4PI 
CONFOCAL FLUORESCENCE MICROSCOPE" 
JOURNAL OF THE OPTICAL SOCIETY OF AMERICA 
- A, US, OPTICAL SOCIETY OF AMERICA, 
WASHINGTON, 
Bd. 9, Nr. 12, 

1. Dezember 1992 (1992-12-01), Seiten 
2159-2166, XP000328467 

ISSN: 0740-3232 
Zusammenfassung; Abb il dung 11 
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Angaben zu Veroffentiich ungen , die zur aelben PatontfamiHe gehoren 


Int. ^fflales Aktenzeicfien 

PCT/EP 00/01806 


lm Recherch nbehcht 
angefOhrtes Paten triokument 


Datum der 
Vertffentlichung 


Mrtglied( r)der 
Patentfamili 


Datum dar 
VeitiffenUichung 


WO 9706509 A 


20-02-1997 




us 

AU 
EP 


5867604 A 
6680296 A 
0842497 A 


02-02-1999 
05-03-1997 
20-05-1998 


WO 9711355 A 


27-03-1997 




AU 


700560 B 


07-01-1999 



AU 6972496 A 09-04-1997 

CA 2231222 A 27-03-1997 

EP 0852716 A 15-07-1998 

JP 10512959 T 08-12-1998 

NO 981032 A 04-05-1998 

NZ 318277 A 25-02-1999 



DE 4326473 A 09-02-1995 DE 9321413 U 20-11-1997 



US 4929951 A 29-05-1990 KEINE 



Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Pa4entfamflte)(JuI1 1992) 



/ 

VERTRAG Qttp DIE INTERNATIONALE ZUSA 



NARBEIT 



A^FJEM GEBIET DES PATENTWEJ 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwatts 

15129/PCT R1 


WFITERES siene Mitteilung uber die UbermittJung des intemationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/01806 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

02/03/2000 


(Frtihestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

02/03/1999 


Anmelder 

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT . . . 



Dieser intemationale Recherchenbericht wurde von der Intemationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Intemationalen Buro ubermittelt 

Dieser intemationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4 Blatter. 

|X| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in cfiesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Gru nd lage des Berlchts 

a. Hinsichtiich der Sprache ist die intemationale Recherche auf der Grundlage der intemationalen Anmeldung in der Sprach 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofem unter desem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die intemationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Clbersetzung der intemationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtiich der in der intemationalen Anmeldung offenbarten NucleotJd- und/oder Amlnosauresequenz ist die international 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| | in der intemationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthatten ist 

[ | zusammen mrt der intemationalen Anmeldung in compute rlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behdrde nachtrfiglich in schriftiicher Form eingereicht worden ist 

| | bei der Behdrde nachtraglich in computeriesbarer Form eingereicht worden ist 

| | Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftiiche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehart der 
intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | Die Erklarung, daB die in computeriesbarer Form erlaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprech n, 
wurde vorgelegt. 

2. Q Bestlmmte AnsprQche haben slch als nlcht recherchlerbar erwtesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Elnheltllchkelt der Erflndung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtiich der Bezelchnung der Erflndung 

pTj wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. 
[ | wurde der Wortiaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt 



5. Hinsichtiich der Zusammenfassung 

| — I wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. 

' — ' wurde der Wortiaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt. Der 
IX) Anmeld r kann der Behdrde innerhaJb eines Monats nach d m Datum der Absendung dieses intemationalen 
Recherchenberichts in Stellungnahm vorl gen. 

6. Folgend Abbildung der Z Ichnung n ist mit der Zusammenfassung zu v rdffentlichen: Abb. Nr. 3_ 



[ | wi vom Anmelder vorg schlagen Q k inederAbb. 

| | w il der Anm Ider selbst k ine Abbildung vorgeschlagen hat 
pT| weil di se Abbildung di Erflndung bess r kennzeichn t 
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INTERNATIOI^Rr RECHERCHENBERICHT EP 00/01806 



FeW III WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1 ) 



Zeile 12 neu: 

Systeme (100) zur Umsetzung eines derartigen Verfahrens beschrieben. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT I w ^^ n 
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I. Introduction 

Few techniques currently available allow the spa- 
tial distribution of naturally occurring molecular spe- 
cies in a biological sample to be observed on a micro- 
scopic scale (1 Mm or less). Excellent discrimination 
among distinct chemical species can be obtained by 
using infraxed radiation tuned to the characteristic 
vibrational frequency of a certain molecule or molec- 
ular group, but the spatial resolution is limited by the 
wavelength of the infrared light. Better spatial reso- 
lution can be obtained by using stains or fluorescing 
agents illuminated by visible or ultraviolet light, but 
these techniques are limited to certain materials, re- 
quire elaborate preparation, and introduce foreign 
agents into the sample. Spontaneous Raman scatter- 
ing overcomes some of these limitations but is usually 
used to probe only single locations within a micro- 
scopic sample due to overheating of the sample, low 
signal levels, and difficulties in imaging through a 
spectrometer [1-3]. 

The scanning CARS microscope provides a method 
for overcoming all of the above limitations [4,5 ]. 
Molecular discrimination is achieved by using Raman 
scattering from characteristic molecular vibrations 
and high spatial resolution is obtained by imaging the 
visible anti-Stokes signal. Thermal damage to biologic- 
al samples is avoided by using relatively low average 

0 030-401 8/84/S03.00 © Elsevier Science Publishers B. V. 
(North-Holland Physics Publishing Division) 



laser power. Signal is maximized by using picosecond 
pulses with moderately high peak powers, a condition 
which takes advantage of the nonlinear dependence 
of the CARS signal on the peak laser power. Fluores- 
cence is avoided since the anti-Stokes signal light is 
at a shorter wavelength than any input light and can 
be isolated with spectral filters. No spectrometer is 
needed since the anti-Stokes signal is well defined spa- 
tially and spectrally. No modification of the sample is 
required. 

In this paper we describe some recent experimen- 
tal results which demonstrate the utility of the CARS 
microscope. CARS images of deuterated and non- 
deuterated liposomes are presented which show high 
spatial resolution and excellent molecular discrimina- 
tion. Contrast enhancement and background subtrac- 
tion are demonstrated using digital image processing 
techniques. The combination of high spatial resolu- 
tion, excellent molecular discrimination and digital 
processing of images provide the CARS microscope 
with capabilities not found in any other current 
image technique. 



2. Technique 

The basic properties of the CARS process are dis- 
cussed in review papers by Tolles et al. [6] and by 
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Druet and Taxan [7|. The CARS microscope operates 
by scanning the sample region of interest with two 
focused laser beams. Focused laser beams are used 
to increase the signal produced by the non-linear 
CARS interaction and scanning is used to increase the 
field of view of the instrument. The laser frequencies 
are tuned so that their difference matches that of a 
Raman active vibrational mode in a specific species 
of interest. When the CARS signal light is then col- 
lected, spectrally isolated and imaged, those regions 
which contain the species of interest produce bright 
areas on a dark background. This produces a spatial 
map of the molecular species within a microscopic re- 
gion without physically modifying the sample in any 
way. 

The CARS microscope is capable of identifying a 
number of different molecules and molecular groups. 
Currently the apparatus is designed to tune within the 
2000 cm" 1 to 2700 cm" 1 range andean therefore be 
used to identify a large number of deuterated mole- 
cules of interest. This region was chosen because of 
the lack of interference with naturally occurring C-H 
and O— H Raman bands that abound in biological 
samples. Samples can be prepared with one molecular 
component deuterated and then that component can 
be imaged with minimal interference. 

The spatial resolution of the CARS microscope is 
determined entirely by the wavelength of the signal 
light and the quality of the collection optics and does 
not depend on the focal spot sizes of the input laser 
beams. At present standard microscope optics com- 
bined with simple dichxoic spectral filters are used to 
collect and isolate the signal light. The present CARS 
microscope system has a spatial resolution of approx- 
imately 0.7 nm. This could theoretically be improved 
to 0.25 pm. 

3. Experimental apparatus 

The experimental apparatus is shown schematical- 
ly in fig. 1. The two laser wavelengths for the CARS 
process are produced by two cw mode locked dye 
lasers pumped by a cw mode locked argon-ion laser. 
One dye laser is operated at 570 nm (rhodamine 6G) 
and the other dye laser is tuned between 620 nm and 
680 nm (DCM) depending on the species of interest. 
Both dye lasers operate at the 1 50 mW average power 




SAMPLE FILTERS VtOtCON 



Fig. 1. Schematic diagram of the CARS microscope appara- 
tus. A conventional microscope is used to collect light emerg- 
ing from the sample and is represented by a single lens to the 
right of the sample. Beam separation and focusing angles aie 
exaggerated tor clarity. 



level and 300 W peak power level with pulses of 6 ps 
to 8 ps duration. The two laser beams are overlapped 
in time and are then focused onto the sample. The 
focal spots overlap completely on the sample and are 
approximately 10 pm in diameter. Scanning of the 
laser beams across the sample is achieved by tilting 
the final turning mirror in two orthogonal directions 
with piezoelectric stacks. Scan dimensions of 30 to 
100 Mm axe easily obtained. 

After interaction in the sample, both input lasers 
beams are blocked with short-wavelength-pass di- 
chroic filters. The anti-Stokes signal is passed and 
focused onto an image intensifier with a gain of 
10 000. The anti-Stokes image is then transferred 
onto the cathode of a Iow-light-level vidicon and 
digitized using commercial image processing equip- 
ment. The CARS images can be viewed in real time or 
integrated digitally. Raw data and integrated images 
can be stored on video tape and integrated images can 
be stored digitally for later processing. Typically 
images are digitized with a spatial resolution of 512 
X 512 pixels and with 256 gray levels. Integration of 
up to 256 video frames can be used to increase the 
signal-to-noise of the incoming images. Subtraction of 
two images in real time is possible, but typically the 
apparatus is operated so that 256 video frames of 
data are integrated and then 256 frames of background 
signal are subtracted. 



308 



BNSOOCID- <XP 7 07a03A_.l^> 



Volume 50. number 5 



4. Experimental results 



OPTICS COMMUNICATIONS 



1 July 1984 



Early data taken with the CARS microscope show- 
ed significant amounts of CARS non-resonant back- 
ground signal and produced images which were very 
United in contrast--[4]. In addition, the images repro- 
duced sample morphology. Both processes obscured 
information concerning the distribution of the mater- 
ial of interest and degraded the signal-to-noise ration 
of the images. In some cases the CARS non-resonant 
background signal accounted for 75% of the signal 
light produced by the sample. Standard techniques of 



background suppression, such as polarization CARS, 
provide no advantage due to the multi-component 
nature of the sample (usually layers of different 
materials within the depth of field of the focused la- 
ser beams) and provide no suppression of sample 
morphology. A solution to both of the above prob- 
lems is to apply simple image processing techniques 
to the acquired images. If two images can be taken of 
the sample region, one with the input lasers tuned on- 
resonance with the species of Interest and another 
with the lasers tuned slightly off- resonance, and then 
subtracted digitally, all of the CARS non-resonant 
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background signal and all features of the sample 
which are morphologically constant will have been 
eliminated. The contrast of the final image can be en- 
hanced digitally and it will show an unobscured spa- 
tial map of the species of interest. The only assump- 
tion which needs to be made is that the CARS non- 
resonant background signal remains constant as the 
interaction frequency is changed from resonant with 
the sample to non-resonant. This is a valid assump- 
tion for most molecular species if the tuning is small. 

Digital processing of CARS microscope images 
have been carried out with great success using deuter- 
ated and nondeuterated liposomes. Liposomes axe 
microscopic organic structures which have importance 
in the study of artificial encapsulation of such materi- 



als as hemoglobin [8]. Fig. 2a shows a schematic rep- 
resentation of their structure and illustrates the bi- 
layers which form and mimic natural cell walls. Fig. 
2b is a white light photomicrograph showing the 
typical range of sizes and of wall thicknesses of lipo- 
somes. Fig. 2c reproduces the spontaneous Raman 
spectrum of liposomes which have had 50% of their 
C-H bonds deuterated. Samples of both deuterated 
and nondeuterated liposomes were obtained and 
studied using the CARS microscope. 

CARS images from both deuterated and non- 
deuterated liposomes obtained with the digital imag- 
ing system axe shown in fig. 3. The input lasers were 
tuned so that the 2100 cm" 1 C-D bond of the deuter- 
ated material was in resonance. Fig. 3a shows a re- 




Fic. 3. (a) Unprocessed CARS image of a deuterated liposome taken with lasers tuned to the 2100 cm" 1 band of the C-D vibra- 
tion, (b) Processed image with all CARS non-resonant background signal subtracted, (c) Unprocessed CARS image of a non- 
deuterated liposome, again tuned to the 2100 cm" 1 band, (d) image processed as in (b) showing complete suppression of back- 
ground signal. 
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Fig. 4. (a) CARS image of both a deutcratcd and nondeuter- 
ated liposomes with Users tuned to the 2 100 cm' 1 band of 
the C-D vibration, (b) Same as (a) but with lasers tuned to 
2150 cm"'*, (c) Processed image showing regions containing 
deuterated material, linage noise hafbeen enhanced to il- 
lustrate the complete suppression of signal from regions con- 
taining nondeuterated material. 



gion containing a deuterated liposome and fig. 3c 
shows a region containing a nondeuterated liposome. 
Equivalent images were taken of the samples with the 
input lasers tuned slightly off-resonance and then the 
off-resonant images were digitally subtracted from 
the on-resonant ones. The subtracted images were 
contrast enhanced and are reproduced in fig. 3b and 
fig. 3d. As is seen in fig. 3b. the CARS non-resonant 
background signal has been completely suppressed, 
leaving a spatial map of only the deuterated material 
within the sample region. Fig. 3d illustrates how com- 
pletely the morphology and non-resonant background 
signal are suppressed in the case of a sample of non- 
deuterated material 

Fig. 4 is another example of data obtained from 
deuterated and nondeuterated liposomes by the 
CARS microscope. For this sample, both deuterated 
and nondeuterated liposomes were mixed together. 
Fig. 4a is an on-resonance CARS image with two small 
liposomes within the scan area. Fig. 4b is an image of 
the same region with the lasers tuned off- re so nance, 
and fig. 4c is the enhanced, digitally subtracted 
image. It is clearly seen that only one of the original- 
ly visible liposomes contains deuterated material. En- 
hancements to the final image have been made so that 
the lowest levels of the digital signal have been made 
visible, causing noise lines to appear in fig. 4c. An un- 
expected result of this enhancement is seen in the 
lower left hand side of fig. 4c. There, another, smaller 
deuterated liposome appears at approximately 15% 
of the signal level of the larger deuterated liposome. 
The smaller liposome was not visible in either white 
light or unprocessed CARS images of the region. Fig. 
4 illustrates extremely well the power of the CARS 
microscope to image a material of interest with high 
spatial resolution. Using the scale provided with fig. 4 
it can be seen that features as small or smaller than 
one micrometer can be resolved. An infrared micro- 
scope could provide equivalent molecular discrimina- 
tion but would be limited to 5 or 10 Mm spatial reso- 
lution. Staining or fluorescing techniques have equi- 
valent spatial resolution but could never provide the 
molecular discrimination needed to distinguish a 
deuterated from a nondeuterated species. 
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5. Summary 

In conclusion, we have presented data which illu- 
strate some of the unique capabilities of the CARS 
microscope. Images taken of deuterated and non- 
deuteratcU liposomes have verified that the spatial re- 
solution of the CARS microscope is at present better 
than one micrometer, greater than th3t of an infra- 
red microscope. Digital image processing has been 
used to increase the signal-to-noise ratio of CARS 
microscope images by subtracting out CARS non- 
resonant background signal and by eliminating con- 
stant morphological features of the sample. In addi- 
tion, digital processing has allowed the detection of 
material within a microscopic sample region which 
is invisible under white light illumination. At present, 
the minimum concentration of a species of interest 
within a sample that the CARS microscope can de- 
tect is approximately 3%. 

Future plans for the CARS microscope include 
studies of the distribution of water within biological 
cells. Both static and dynamic processes can be stud- 
ied with living samples. 
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In a 4Pi confocal fluorescence microscope two opposing microscope objective lenses were used to illuminate a 
fluorescent object from both sides and to collect the fluorescence emissions on both sides. Constructive inter- 
ference of either the illumination wave fronts in the common focus or the detection wave fronts in the common 
detector pinhole resulted in an axial resolution approximately four times higher than that in a confocal fluores- 
cence microscope. A precise 4Pi confocal fluorescence microscope that uses simultaneous illumination was 
built. The full width at half-maximum of the depth discrimination was determined experimentally to be ap- 
proximately 110 nm when lenses with a numerical aperture of 1.4, an excitation of 633 nm, and detection of 
approximately 725 nm were used. 



INTRODUCTION 

The resolution of a confocal fluorescence microscope is de- 
termined by the extent of the confocal three-dimensional 
point-spread function. 1 For pointlike illumination and 
detection, the volume of the point-spread function depends 
on the numerical aperture of the microscope objective and 
on the wavelengths of the emission and the excitation 
light. M The smaller this volume, the better the resolution 
of the microscope. In the usual confocal and conventional 
epif luorescence arrangement, the object is illuminated and 
observed from one side (Fig. 1). The objective lens trans- 
forms the illumination wave front into a segment of a 
spherical wave front. For technical reasons, the maxi- 
mum aperture of an oil immersion lens is 1.4, i.e., the ap- 
erture angle is below 2 X 68° = 136°. 3 4 This fact leads to 
a geometry for the point-spread-function volume that is 
extended along the optical axis. If the illumination is 
uniformly spherical, the resultant spot becomes round and 
has a diameter somewhat larger than A/2. If this ideal 
illumination is approached and if two microscope objec- 
tives of high numerical aperture are used, a fluorescent 
sample can be illuminated coherently from both sides, and 
the fluorescence emission is also detected on both sides. 
This arrangement is equivalent to an increase of the aper- 
ture along the axial direction. The result is a point- 
spread function with a geometry that is determined by the 
pattern of two wave fronts interfering in a common focal 
volume. In the case of constructive interference, the ax- 
ial extent of the confocal point-spread function is reduced; 
this reduction is equivalent to an improved axial resolu- 
tion. 6 " 7 A technique that relies on this principle has been 
described in Ref. 5. A related approach to reflection mi- 
croscopy, in which a double-pass confocal microscope is 
used, has been independently described and demonstrated 
elsewhere. 8 

THEORY 

In a confocal fluorescence microscope, a point light source 
and a point detector are used to observe a f luorescently 
labeled specimen. 9-11 As a result of diffraction, the illu- 
minating wave front forms a three-dimensional intensity 



distribution in the vicinity of the focal spot. This phe- 
nomenon is described physically by the point-spread func- 
tion of the microscope objective lens. 12 

For high numerical apertures, a theory that takes the 
electromagnetic properties of light into account must be 
used. 13,14 According to Richards and Wolf, 15 " 17 the normal- 
ized electric field of linearly polarized light in the focal 
region of an aplanatic system can be quantified as 

E = (e^e^ej, (la) 

with 

e x (r) = — i(I 0 + I 2 cos 20), 
e y (r) — -il 2 sin 2<f>, 

e»(r) = -2Ji cos <f>. (lb) 

<t> defines the azimuth angle between the initial direction 
of vibration of the incident field and the direction of ob- 
servation; r is the coordinate originating in the geometri- 
cal focus; and I 0y I i7 and I 2 are integrals (defined in 
Ref. 16) over the objective lens aperture, depending on the 
aperture angle and the wavelength, with I t and 1% vanish- 
ing for low numerical apertures. 

Equations (1) suggest that, for high numerical apertures 
and illumination with linearly polarized light, the electric 
field is not cylindrically symmetric around the optical 
axis. For <f> = tt/2 (corresponding to the direction perpen- 
dicular to the direction of vibration of the incident electric 
field), the point-spread function is narrower than for <f> = 
0. 16 Hence the time-averaged iMurnination-intensity dis- 
tribution in the focal region for linearly polarized illumi- 
nation is given by 18 

/ - h m - |E| 2 

= |J 0 | 2 + 4|/,| 2 cos 2 <f> + |/ 2 | 2 + 2 cos 2<£Re(J 0 / 2 *). (2) 

Equation (2) is also referred to as the illumination point- 
spread function of the confocal microscope. Figure 2 
shows the normalized illumination-intensity distribution 
along the optical axis for <f> = tt/2, N.A. = 1.4 (oil), and an 
excitation wavelength of 633 nm. 

In the calculation of the detection point-spread func- 
tion it is assumed that the fluorescent light is randomly 
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Fig. 1. Aperture angle in microscopy. In the usual epif luores- 
cence arrangement, always less than half of Air is used to illumi- 
nate the point of interest and to detect the emitted light. 
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Fig. 2. Contour plot of the point-spread function for linearly po- 
larized iUumination. The horizontal axis lies in the focal plane 
and is perpendicular to the direction of vibration of the incident 
electric field. The numerical aperture of the oil (n 1.518) im- 
mersion lens is 1.4; the wavelength is 633 nm. The point-spread 
function is normalized to unity. The contour lines drop as 
follows: 0.9^ 0.7, 0.5, 0.2, 0.07, 0.03, 0.015, and 0.005. They are 
indicated by decreasing line thicknesses. This applies to all con- 
tour plots shown in this paper. 

polarized and has a wavelength of 725 nm. This condi- 
tion yields the somewhat different point-spread function 19 
shown in Fig. 3: 

= |/ 0 | 2 + 2|/ 1 | 2 + |/ 2 | 2 . (3) 
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The confocal point-spread function is given by the product 
of the two point-spread functions and is denoted by H: 

H = h m h dst . (4) 

The function H is proportional to the probability of an 
illumination photon's both exciting a f luorophore in the 
vicinity of the geometrical focus and detecting a photon 
emitted from the same position. 6,20 

The basic idea of the 4Pi confocal fluorescence micro- 
scope is to use two microscope objectives with a common 
focus to increase the aperture of the microscope. An in- 
crease of the aperture along the axial direction is achieved 
either when the objectives are illuminated with coherent 
wave fronts that are interfering constructively in the com- 
mon focus or when the fluorescent light that is collected 
from both sides interferes constructively in the common 
point detector. Since a solid angle of 4ir is not achievable, 
the term 4Pi was chosen to indicate the basic idea with a 
simple and straightforward term. 

Apart from operating as a confocal fluorescence micro- 
scope, the 4Pi confocal fluorescence microscope comprises 
three different types of imaging that feature a higher 
resolution: 

Type A: The two illuminating wave fronts interfere in 
the sample (4Pi illumination): 

-f^tpi.ui ~ |E u in + E 2 ,iii| 2 |E dct | 2 . (5) 

Type B: The two detection wave fronts interfere in the 
detector (4Pi detection): 

H 4Piidct = |E in | 2 |E ltdet + E 2 , det | 2 . (6) 

Type C: Both the illuminating and the detecting wave 
fronts interfere (4Pi illumination and 4Pi detection): 

H 4 Pi.4Pi - |E UH + E 2 . m | 2 |E Mct + E 2 , dct | 2 . (7) 

z (jim) 
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Fig. 3. Contour plot of the detection point-spread function. The 
numerical aperture of the lens is 1.4, the detection wavelength is 
725 nm, and the index of refraction is n = 1.518. 
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Pig. 4. Contour plot of the confocal point-spread function. It is 
the product of the functions shown in Figs. 2 and 3. 
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Fig. 6. Contour plot of the illumination point-spread function in 
a type-A 4Pi confocal fluorescence microscope. The two illumi- 
nation wave fronts interfere constructively in the common focus. 
Both lenses have a numerical aperture of 1.4; the wavelength 
Is 683 nm. The wave fronts are linearly polarized, and the x axis 
is perpendicular to the plane of vibration of the incident elec- 
Vic field. 



THEORETICAL RESULTS 

Contour plots of the different point-spread functions are 
shown in Figs. 2-8. Figure 5 illustrates the illumination 
point-spread function for a 4Pi confocal fluorescence mi- 
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croscope that uses two microscope objectives of N.A. = 1.4 
(oil) and A = 633 nm and linearly polarized light. The 
horizontal observation axis is perpendicular to the plane 
of vibration of the excitation light (<f> « tt/2). The first 
minimum along the axial direction is found at z = 
±142 nm away from the focal point. This is five times 
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Fig. 6. Contour plot of the confocal point-spread function in a 
type-A 4Pi confocal fluorescence microscope. This point-spread 
function is calculated by multiplying the point-spread function 
for the normal detection (Fig. 3) and the point-spread function 
shown in Fig. 5. 



z (jim) 




x (jtm) 



-0.4 -0.2. 0 0.2 0.4 



Fig. 7. Contour plot of the detection-intensity point-spread func- 
tion in a type-B or type-C 4Pi confocal fluorescence microscope. 
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Fig. 8. Contour plot of the confocal point-spread function in a 
type-C 4Pi confocal fluorescence microscope. This point-spread 
function is calculated by multiplying the point- spread functions 
shown in Figs. 5 and 7. 

less than in the case of normal illumination with the first 
minima at z = ±705 nm. However, the lack of a complete 
spherical wave front and the presence of aplanatic illumi- 
nation force additional elevations along the optical axis 
that reach peak values of 0.58. 

For calculation of the resolution of the type-A 4Pi confo- 
cal fluorescence microscope (4Pi illumination and normal 
detection), the illumination point-spread function as 
shown in Fig. 5 must be multiplied by the detection point- 
spread function as it is shown in Fig. 3. The result is dis- 
played in Fig. 6, where the confocal point-spread function 
for a type-A 4Pi confocal fluorescence microscope can be 
seen. The full width at half-maximum reaches a value of 
approximately 138 nm in axial direction, which is a great 
improvement in axial resolution. As a result of the multi- 
plication with the detection point-spread function, the 
peak height of the axial side elevations is reduced to 0.4. 
These elevations, however, reduce the benefit of the im- 
proved full width at half-maximum. 

Figure 7 shows the detection point-spread function for 
the constructive interference of the detection wave fronts. 
The longer wavelength and the random polarization lead 
to a detection point-spread function that is different from 
the illumination point-spread function shown in Fig. 5. 
Figure 8 shows the point-spread function for a type-C 4Pi 
confocal fluorescence microscope (4Pi illumination and 
4Pi detection), with constructive interference assumed for 
both iUumination and detection. The location of the first 
minimum is nearly the same as for a type-A 4Pi confocal 
fluorescence microscope, but the upper and lower eleva- 
tions have the somewhat lower value of 0.32 (Table 1). 

Confocal fluorescence microscopy is of interest mainly 
because of its ability to resolve object planes that are 
stacked vertically along the optical axis. 21 * 22 To quantify 
the axial resolution for planes, we calculated the intensity 



signal /iny e r(z) (z responses) for an infinitely thin fluores- 
cent layer by integrating the three-dimensional point- 
spread function in the x-y plane: 



*lnyer 



(2) 



-EE 



/linO:, y, z)/i de t(*, y, z)dxdy 



(8) 



The calculated 2 responses of a confocal fluorescence mi- 
croscope and a 4Pi confocal fluorescence microscope to a 
fluorescence layer along the optical axis are shown in 
Fig. 9. The full width at half-maximum of the central 
peak in axial direction for a type-A 4Pi confocal fluores- 
cence microscope (N.A. — 1.4; A — 633 nm) is 138 nm, 
while that for a comparable confocal fluorescence micro- 
scope is 540 nm. The heights of the side elevations along 
the optical axis direction reach a value of 0.46. The 
2 response for a type-A 4Pi confocal fluorescence micro- 
scope is within the envelope of the z response of the confo- 
cal fluorescence microscope. For a type-C 4Pi confocal 
fluorescence microscope, these elevations have a value of 
0.32, and the full width at half- maximum of the central 
peak is 105 nm. 

The response to an infinitely steep edge can be com- 
puted by integrating the 2 response along the optical axis: 



/edge (2) 



' layer 



(z')dz' 



(9) 



/ edge (z) functions are shown in Fig. 10. They are of great 
interest because they can be measured by focusing into a 
homogeneously fluorescent thick object. 

4PI CONFOCAL FLUORESCENCE 
MICROSCOPE 

In the 4Pi confocal fluorescence microscope at the 
European Molecular Biology Laboratory, the optical sys- 
tem is at rest and the specimen is moved through the com- 
mon focus of two microscope objective lenses. All the opto- 
mechanical parts are mounted upon a flat optical bench 
plate (Fig. 11). The light of a helium-neon laser is focused 
into a 10-/xm pinhole (PH) and coUimated with a 250-mm 
lens. This beam passes a dichroic (DC) beam splitter, is 
separated into two coherent beams of equal intensity in a 
beam-splitter cube, and is directed to the microscope ob- 
jective lenses by further mirrors. The two beams are fo- 
cused in a common focal plane. Fluorescent light that is 
emitted in all directions is collected by both lenses. The 
emission beams partially follow the path of the excitation 
light but are deflected toward the detector. A 250-mm 

Table 1. Summary of Theoretical Predictions 0 







Microscope 








4 Pi 


4 Pi 


Variable 


CFM 


(Type A) 


(Type C) 


Axial FWHM central peak 


1 


0.26 


0.20 


Total volume 


1 


0.50 


0.32 


Height, upper/lower elevation 




0.46 


0.32 



a All calculations are normalized to the same height of the central 
peak. The numerical aperture of the oil (n G 1.518) immersion lenses is 
1.4, the excitation wavelength is 633 nm, and the emission wavelength is 
725 nm. CFM, confocal fluorescence microscope; FWHM, full width at 
half-maximum. 
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1 

0.8 
0.6 
0.4 



2 iftm) 

(c) 

Pig. 9L Theoretical (z) responses to an infinitely thin fluorescent 
layer: (a) the response of a confocal fluorescence microscope, 
(b) the response of a type-A 4Pi confocal fluorescence micro- 
scope, (c) the response of a type-C 4Pi confocal fluorescence 
microscope. In ail three cases, objective lenses with an NA. of 
1.4, an excitation wavelength of 633 nm, and an emission wave- 
length of 725 nm were assumed. 

lens focuses the light into a 50-/im-diameter pinhole, 
a 8- or 6-mm thick RG665 long-pass filter rejects the 
633-nm excitation light, and the fluorescence emission 
is detected with a red-sensitive Hamamatsu 647-01 
photomultiplier. 

Specimen movement is accomplished with a piezoelec- 
trically driven scan stage (Photon Control, Cambridge, 
England) that offers independent x, y, and z axes. The 
mflTrimfll distance per axis is 20 /xm, and the smallest 
resolvable step is 5 nm. While one of the microscope ob- 
jective lenses is fixed, the position of the other lens is 
piezoelectrically adjustable along independent x, y, and 
z aires (Physik Instrumente, Waldbronn, Germany). The 
d&chroic beam splitters are operated with an incidence 
angle of 45°, and, in contrast to most other dichroic beam 
splitters, transmit the 633-nm light of the laser, while 
£0% of the fluorescently emitted light above 650 nm is 
deflected. 



EXPERIMENTAL RESULTS 

TEb prove the principle of 4Pi confocal fluorescence micros- 
copy and the predicted enhancement in axial resolution, 



we prepared a layer of Nile Blue A Perchlorate (Kodak 
Optical Products, CAS No.: 53340-16-2) that was immersed 
in ethanol and mounted between two cover slides. This 
sample provides an edge along the optical axis. A satu- 
rated solution of Nile Blue was used to produce a good 
signal-to-noise-ratio (SNR). A transmission loss along a 
distance of 5 yxm was below the detection limit. 

The sample was placed between the two microscope ob- 
jective lenses (Zeiss Planapochromat 63 X /1. 4 oil or 
100 X /1.4 oil) and was moved through their common 
focus. The size of the increments was 10 nm. The scan 
speed was 0.5 /an/s. The excitation power of the laser 
was reduced until no bleaching occurred. The measure- 
ments of the axial resolution were performed with fluores- 
cent layers that were between 500 nm and 5 /xm thick. 
The signal of interest was the response of the optical sys- 
tem to a step along the optical axis, i.e., the function 
^edge(z) as described by Eq. (9). We measured the response 
of the type-A 4Pi confocal fluorescence microscope with 
both objective lenses; we measured the confocal fluores- 
cence response with a single objective lens by closing the 
other path. 

Figure 12 shows the intensity signal for a 590-nm-thick 
fluorescent layer as a function of the position along the 
optical axis. The slopes correspond to the function I^(z) 
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2 0im) 

(a) 




Fig. 10. Theoretical response to an edge along the optical axis: 
(a) the response of a confocal fluorescence microscope, (b) the 
response of a type-A 4Pi confocal fluorescence microscope, (c) the 
response of a type-C 4Pi confocal fluorescence microscope. 
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Fig. 11. Schematic drawing of the 4Pi confocal fluorescence microscope at the European Molecular Biology Laboratory. 
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Fig. 12. Experimental response of a type-A 4Pi confocal fluores- 
cence microscope to a 59 0-nm- thick fluorescent layer. The in- 
tensity is normalized to 100. The distance along the optical axis 
(z) is given in micrometers. 

for the edges of the layer. Their first derivatives [i.e., the 
experimentally gained curve / layer (z) or z response] are 
shown in Fig. 13 for the type-A 4Pi confocal fluorescence 
microscope [Fig. 13(a)] and the confocal fluorescence mi- 
croscope [Fig. 13(b)]. The experiment clearly demon- 
strates that the z responses for the type-A 4Pi confocal 
fluorescence microscope are within the envelope of the 
confocal fluorescence microscope z responses. Clearly 
distinguishable are the center peak and at least two upper 
and lower peaks [Fig. 13(b)]. The distance between the 
first two minima is 242 nm. The lower peak and the up- 
per peak are, respectively, 235 and 195 nm apart from the 
main peak- The heights of the upper and lower peaks are 
between 62% and 66% of the central peak. The full width 
at half-maximum of the central peak is approximately 
110 nm. The full width at half-maximum for the confocal 
fluorescence microscope is larger than 550 nm. All dis- 
tances and lengths given are precise within a range of 
20 nm, i.e., twice the movement increments that were 
used in these experiments. For this experiment the cal- 
culated full width at half-maximum for the confocal fluo- 
rescence microscope is 540 nm, the calculated distance 



between the first two minima is 270 nm, the theoreti- 
cal heights of the axial side elevations are 46% of that of 
the central peak, and the theoretical full width at half- 
maximum of the central peak is 138 nm. 

The phase was adjusted with the piezoelectrically driven 
mirror in the illumination path. Deliberate changes in 
phase caused the intensity steps to move along the slope. 
Two wave fronts that were not in phase resulted in asym- 
metrically sized upper and lower elevations as well as in 
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Fig. 13. First derivative of the experimental responses to a fluo- 
rescent layer shown in Fig. 12. (a) The z responses of the type-A 
4Pi confocal fluorescence microscope and the z responses of the 
confocal fluorescence microscope (envelope), (b) the z response 
shown in the same scale as the theoretical predictions for this 
experiment. 
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smaller central peaks. In the case of destructive interfer- 
ence, the central peak vanished. 

D5SCUSSION AND OUTLOOK 

A comparison of theory and data shows good agreement, 
which proves the basic principle of 4Pi confocal fluores- 
cence niicroscopy and shows the feasibility of such an in- 
strument. The theoretical prediction is confirmed— that 
the response of the 4Pi confocal fluorescence microscope 
is within the envelope of the response of a confocal fluores- 
cence microscope. The facts that the upper and lower ele- 
vations are 39% higher, the center peak 24% narrower, and 
the response of the confocal fluorescence microscope ap- 
proximately 11% broader than calculated can be explained 
consistently by an apodization of the wave fronts that pass 
the objective lenses. This explanation is plausible because 
immersion oil objective lenses with an NJV. = 1.4 feature 
the largest technically possible aperture angle. Simple 
considerations on the focusing process (see Fig. 1) suggest 
that a decrease of the aperture causes the wave fronts 
to behave somewhat more as planar waves. This effect 
leads to a narrower central peak, a reduced distance be- 
tween the first minima (for two planar waves a distance of 
A/2n —210 nm is expected), and higher side elevations 
relative to the central peak. It is clear that in the limiting 
case of planar waves, the central peak and the side eleva- 
tions reach equal heights. In addition, the shrinkage of 
the axial extent of the main maximum of the point 
spread-function with respect to its lateral extent is a high- 
mxmerical-aperture effect. 23 Furthermore, the calcula- 
tions are based on a single wavelength of 725 nm, whereas 
the detected range is 665-820 nm. The latter and per- 
haps chromatic aberrations broaden the detection point- 
spread function and lead to increased side elevations and 
broader z discrimination. These phenomena have not 
been fully investigated, and more research in this field 
is needed. 

When comparing the SNR of a confocal fluorescence 
microscope with that of a 4Pi confocal fluorescence micro- 
scope, we have to take into account the limited amount of 
floorophore per unit volume and the maximum light in- 
tensity with which it is possible to illuminate without 
damaging the sample. Because of constructive interfer- 
ence of the two iUumination wave fronts in a 4Pi confocal 
fluorescence microscope, the same maximal amplitude 
can be achieved when the objective lenses provide only one 
half of the illumination amplitude each. Thus only one 
foarth of the illumination intensity is needed for each ob- 
jective. Since two wave fronts are used, the 4Pi confocal 
microscope requires only one half of the light to achieve 
the desired intensity in the focus. Thus the sample is ex- 
posed to only one half of the light, thereby yielding better 
protection against out-of-focus bleaching. Since the 4Pi 
microscope detects the light on both sides, the signal be- 
DffitKBS twice as large. On the other hand, because of the 
enhanced resolution, the fluorescence light emanates from 
an object volume that is only one half of that in a confocal 
microscope. Therefore the 4Pi confocal fluorescence mi- 
croscope is able to provide the same intensity and SNR as 
those of a confocal fluorescence microscope despite the 
feet that it probes a smaller volume. The 4Pi microscope 
currently available at the European Molecular Biology 
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Laboratory loses 50% of the fluorescence emission, but 
this can be easily avoided with an improved arrangement. 

The data presented in this paper show that a 4Pi micro- 
scope is feasible and has the properties that were expected. 
To exploit the full width at half-maximum of the central 
peak, one must reduce the heights of the upper and lower 
elevations or at least take them into account mathemati- 
cally. An image would suffer from ghost images produced 
by these elevations. Changes in the phase of the two 
wave fronts force variations between constructive and de- 
structive interference. Heterogeneity of the refractive 
index in the sample causes variations in the spot sizes and 
in the positions of the spots. However, the 4Pi microscope 
will always have a resolution that is better than that of a 
confocal fluorescence microscope. 

A number of further approaches can be conceived that 
exploit the features of a 4Pi microscope: (a) The addi- 
tional use of two-photon excitation introduces another in- 
tensity squaring. 24 - 25 The net effect is a reduction of the 
upper and lower elevations, (b) A possible reduction of 
the upper and lower elevations can also be achieved by 
applying suitable superresolving aperture filters, (c) The 
data can be deconvolved numerically since the information 
is well defined and the SNR is at least as good as that in a 
confocal fluorescence microscope, (d) Different combina- 
tions of (partly) destructive and (partly) constructive illu- 
mination point-spread functions are possible, (e) The 
phase difference of the two wave fronts can be modulated. 
Images are recorded as a function of phase and position 
along the optical axis, and this information is then used 
to estimate the actual phase and to deconvolve the images. 
This fifth approach seems to us the most promising, since 
it addresses all the problems mentioned above. 

This paper is to our knowledge the first to prove the 
feasibility of resolution enhancement based on an increase 
of the numerical aperture in fluorescence microscopy. A 
fourfold increase of the axial resolution can be used to 
provide new insights into the structure and function of 
many organelles that are currently being investigated in 
modern cell biology. In conclusion, we believe that 4Pi 
confocal fluorescence microscopy has strong potential as a 
future instrument for three-dimensional light microscopy. 
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(57) Abstract 
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whereby the images received correspond to variations in the phase of the periodic illumination. These images are subsequently processed 
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IMAGING MEASUREMENT SYSTEM 



FIELD AND PACKGROUND OF THE INVENTION 

The present invention relates to a system for enhancing the 
resolution of imaging systems by using a periodic pattern illumination. 

5 Conventional imaging systems today, are characterized by a finite 

and limited optical system bandwidth. This limitation manifests itself in 
an optical system's optical transfer function (OTF). The transfer function 
of most imaging systems, including optical and electronic microscopes, 
characterizes a system by relating the spatial frequencies of an observed 

10 object or target, to those frequencies of contained in a formed image. 
Many times, however, the resolution of such conventional imaging systems 
is not sufficient. In order to improve the resolution of an imaging system, 
it is necessary to extend the bandwidth of its transfer function. Increasing 
the bandwidth of the transfer function allows higher frequencies to be 

15 transmitted to the image. Several optical scanning systems have already 
been developed for just this purpose, such as the Confocal Microscope and 
the Near Field Microscope. 

A transform space scanning imaging apparatus and method are 
disclosed in U.S. Patent No. 4,929,951 . The invention utilizes a different 

20 technique of generating a synthetic image from that of the present 
invention. The invention disclosed by the '951 patent utilizes a non- 
imaging receiver rather than a basic conventional imaging system. In 
addition, the invention fails to synthesize the transfer function of the 
object. 

25 SUMMARY OF THE INVENTION 

The present invention overcomes the limitations of the prior art by 
providing an imaging system that illuminates an object with periodic 
illumination whose phase characteristics are varied in a uniform and 
consistent manner. The scattered illumination is received by an imaging 
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device and processed to create a synthetic image. The processed synthetic 
image has a new transfer function that has an enhanced high frequency 
response. 

The present invention discloses an imaging system which transforms 

5 information from an object plane to a synthetic image plane with an 
improved transfer function. The information at the object plane is 
considered to be a multiplication of the illumination function with the 
target (i.e. object) function, which may be transmission, reflection or any 
other physical function which defines the interaction of the target with the 

10 illumination. Thus, the information at the object plane is actually created 
by the mixing of the illumination and the target information. Therefore, 
certain spatial frequencies observed at the image plane, may represent 
different frequencies of the observed target. Considering this interaction 
of illumination and target, the object of the present invention is to provide 

15 an apparatus for and method of improving the transmission of certain 
bands of frequencies of the target through an imaging system by choosing 
a suitable illumination function and suitable image processing. 

The simplest case is to use a sine function as the illumination 
function. The mixing of the target with this illumination is a simple shift 

20 of the target frequencies by the illumination frequency. It is also possible 
that a periodic pattern consisting of several harmonics added together be 
used. The information carried by each harmonic can be readily identified. 
In the case of optical imaging, the periodic pattern may be created by 
imaging an optical grating and projecting the image upon the target. 

25 In addition, phase information can be extracted. Typically, the 

phase of a real function may be determined by adding an imaginary part 
using the Hilbert transform. In the case of harmonic or periodic 
illumination, the phase of an image relative to the phase of the illumination 
can be measured. The information which is in phase with the illumination 
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yields the real part of the image and the information which is 90 degrees 
out of phase will yield the imaginary part. 

Hence, there is provided according to the teachings of the present 
invention, a method of improving the resolution of imaging systems, for 

5 imaging an object, comprising the steps of illuminating the object with a 
periodic pattern, scanning the object with the periodic pattern whereby the 
phase of the periodic pattern is varied, receiving a plurality of images, 
representing the periodic pattern scattered off the object, the images 
corresponding to variations in the phase of the periodic pattern, producing 

10 synthetic images by processing the plurality of images to extract 
information in phase with the periodic pattern and information 90 degrees 
out of phase with the periodic pattern. 

There is also provided, according to the teachings of the present 
invention, an apparatus for enhancing the resolution of an imaging system, 

15 for imaging an object, comprising an energy source, periodic means for 
producing an illuminating periodic pattern in one dimension from the 
energy, the periodic means movable in one dimension whereby the phase 
of the periodic pattern may be varied in one dimension, first imaging 
means for passing the periodic pattern from the periodic means through to 

20 the object whereby the object scatters the periodic pattern, second imaging 
means coupled to the first imaging means, the second imaging means for 
converting the scattered energy into an electrical signal, the electrical 
signal representing images of the scattered energy, processing means 
coupled to the periodic means and the imaging means, the processing 

25 means for controlling the periodic means in one dimension, the processing 
means for extracting information in phase with the periodic pattern and 
information 90 degrees out of phase with the periodic pattern. 
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS 

The invention is herein described, by way of example only, with 
reference to the accompanying drawings, wherein: 

FIG. 1 is a high level block diagram of a preferred embodiment of 
5 the present invention; 

FIG. 2 is a detailed block diagram of a preferred embodiment of the 
present invention; 

FIG. 3 A is a diagram of the optical transfer function of the basic 
imaging system; 

10 FIG. 3B is a diagram of the transfer function of the synthetic 

image, 

FIG. 3C is a diagram of the transfer function of the synthetic 
image, S 2 ; and, 

FIG. 4 illustrates an optical imaging measurement system. 

15 DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENT 

The present invention discloses an apparatus for and method of 
extending the bandwidth of a conventional imaging system by illuminating 
an object with periodic illumination, varying the phase of the illumination 
and processing the received scattered images to extract amplitude and 

20 phase data. 

The principles and operation of the present invention may be better 
understood with reference to the drawings and the accompanying 
description. 

The present invention describes a system 10 of enhancing the 
25 measuring capability of imaging systems. The basic concept behind the 
present invention, as described above, is to scan an object with periodic 
illumination, vary the phase of the periodic illumination and capture the 
scattered image. The received data is processed to produce synthetic 
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images. Amplitude and phase information is then extracted about the 
object. 

As shown in Figure 1 , an object 22 is first scanned with periodic 
illumination. Object 22 scatters the illumination falling on it. Imaging 
5 means including a conventional imaging system 32 receives the scattered 
light image and converts it into electrical signals. A processor 28 
performs image processing functions on the received data and forms a 
complex synthetic image whereby the amplitude and phase information 
about can be determined. This data is then processed further depending 
10 on the particular application and/or displayed on a screen. The functions 
(i.e. control, image processing, etc.) that processor 28 performs may be 
realized by more than one actual processor. Many processors many be 
utilized to better distribute the tasks system 10 must perform. Similarly, 
imaging system 32 may include one or more subimaging systems whereby 
15 each subimaging system contributes to a portion of imaging system 32. 

There exist alternative ways to scan an object by periodic 
illumination. If coherent light is used to illuminate the object, it is 
possible to create an illumination pattern using the interference of two or 
more coherent light beams. The scanning affect is achieved by shifting the 
20 phase of the beams. If incoherent light is used to illuminate the object, it 
is possible to create an illumination pattern using a moving grating, whose 
image is projected onto the object or target. The grating is movable in 
one or more dimensions. It also possible to illuminate the object with 
partially coherent light. Partially coherent light is neither purely coherent 
25 or purely incoherent but somewhere in between. Scanning of the object 
may be performed in one or more dimensions. 

The mathematical procedures and processes involved in generating 
synthetic images are presented below. First, the case involving one 
dimension is described followed by the case involving two dimensions. 
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The object is illuminated with energy, amplitude or any other 
physical quality that is significant to the measurement, having a space 
distribution L(t,x), which is a good approximation at the range of interest: 

(1) L(t,x) = Ao + A!C0s(2xx/5 + wt -f + A 2 cos(4ttx/5 + 
5 2cot + i£ 2 ) + ••• 

L(t,x) is a periodic function in x, with period equal to 5. The function in 
Eq. (1) is written as a series of harmonics having spatial frequencies 0, 
1/5, 2/5, 3/5 .... A scanning process is carried out by either sequentially 
or continuously by varying the phase Sot of the illumination. The constant 

10 phase i/^, \p 2 ... is the phase of the illumination at t = 0 and x = 0. In the 
following description, i/^, ^ 2 ... are ignored without any loss of generality, 
in order to shorten otherwise very long equations. A^ A,, are 
constants in time and in the x-axis. In the general case, they may vary in 
the y-axis. In this case, L, the illumination distribution in equation (1) 

15 will also be a function of y, the second spatial axis, so that L = L(x,y,t). 
A special case in which L is also periodic in the y-axis will be discussed 
in a later section. 

An alternative to continuous scanning is scanning using sequences 
of energy illumination whereby the phase changes in uniform discrete steps 

20 from one sequence to another. The illumination function, L n (x), in this 
case is given by: 

(2) L n (x) = Ao + A 1 cos(2ttx/5 + 2nvr/N) + A 2 cos(4ttx/5 + 
4n7r/N) + ... 

Where n = 1, 2, 3 ... and N is an integer. 
25 The result of illuminating the object with a periodic pattern, as 

described by L(t,x) in Eq. (1), is an image which is continuously changing 
with time. 

The image will have the form of I(t,x,y) given by: 

(3) I(t,x,y) = B 0 (x,y) + B,(x,y)cos(ajt + <t> { ) + B 2 (x,y)cos(2a;t 
30 + 0 2 ) + ... 
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If the object is illuminated with sequential energy illumination scanning 
L n (x), as described in Eq. (2), conventional imaging system 32 will 
produce a sequence of images having the form of I n (x,y) given by: 

(4) I n (x,y) = B 0 (x,y) + B 1 (x,y)cos(2n7r/N + <f> { ) + 
5 B 2 (x,y)cos(4n7i7N + 0 2 ) + ... 

At this point, a pair of synthetic images, Sj(x,y) and S 2 (x,y), are defmed 
for each harmonic Z> , 2S> , ... , k&> . The definition for the k' th harmonic is 
as given by: 

(5) B k (x,y)cos(ko>t + <t>0 = S l (x,y)cos(2k7rx/5 4- kwt) + 
10 S 2 (x,y)sin(2k7rx/5 + kwt) 

Since cos(2kxx/6 + kcjt) and sin(2k7rx/5 + kwt) are orthogonal functions. 
Si and S 2 are unique and well defined for any desired harmonic, k, as 
described in Eq. (5). In the case of sequential illumination of the object, 
the definition of Si(x,y) and S 2 (x,y) is given by the following equation: 
15 (6) B k (x,y)cos(2kn7r/N + 0 k ) = S,(x,y)cos(2kirx/5 + 2n7r/N) + 

S 2 (x,y)sin(2k7rx/5 + 2n7r/N) 
It is important that N be large enough to avoid aliasing. The complex 
synthetic image S is defined by the following: 
(7) S(x,y) = S x (x,y) + iS 2 (x,y) 
20 Where i 2 = -1. 

Imaging system 10 processes and analyzes Si and S 2 (i.e. the 
complex synthetic image S) for a chosen k. This analysis is equivalent to 
finding the amplitude and phase of the Fourier transform of the received 
image, or equivalent to finding the sine and cosine transformations of 
25 I(t,x,y) at the single frequency kS). 

St is produced by extracting the information in phase with the 
illuminating pattern, while S 2 is produced by extracting the information 90 
degrees out of phase with the illuminating pattern. 
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The synthetic image, S, in (7), is "built up" from the linear 
combination of S t and S 2 . For the purpose of understanding the previous 
equations, S may be considered to be a vector in the complex plane, and 
Si and S 2 may be considered to be the complex components of S. Thus, 
5 Si and S 2 may be thought of, respectively, as the projections of S on the 
real and imaginary axes of a complex plane. 

Going back to (1), the object is illuminated by L(t,x), which is a 
periodic function, represented as a cosine series. Illumination of the image 
results in an "output" represented by the cosine series given in (3) for 
10 I(t,x,y). This is a function of time at angular frequency, co, where constant 
angular frequency represents a constant scanning rate. In (3), angular 
frequency, a\ is the same for each harmonic frequency (inverse time) 
component of the series representation of I(t,x,y), while phase, <j>, is 
different for each harmonic frequency component. Each harmonic 
15 component is represented by a pair of amplitude, B n , and phase, 4> nJ 
values. Thus, (3) is a polar representation of I(t,x,y). In (5), the cosine 
series representation of I(t,x,y) is equivalently rewritten as the sum of a 
cosine and a sine series with constant phase. In (5), I(t,x,y) is represented 
in rectangular form, since cosine and sine are orthogonal functions, at an 
20 angle of 90-degrees. Thus the coefficients of the cosine and the sine 
harmonic series are orthogonal components of I(t,x,y). Equation (5) gives 
the definition of the S/x^) and S 2 (x,y) as the coefficients of the cosine 
and sine components, respectively, of the B n of (3). Thus, is the real 
part, and S 2 is the imaginary part of synthetic image S(x,y) defined in (7). 
25 The two components and S 2 are obtained by mathematically analyzing 
an "optical image" to obtain its in-phase and 90-degrees out-of-phase 
components, respectively, as will be discussed further later. Various 
synthetic images may be produced mathematical processing which may 
include one or more components obtained from the optical image. 
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For scanning in both the x and y axis, the definition is similar to the 
one axis case. For two axis, the illumination function is given by the 
approximation: 



(8) L mn (x,y) = Ao + AjCOs(2xx/5 x + 2rnn/M)cos(27ry/S y + 
5 27rn/N) 

+ A 2 cos(47rx/5 x + 47rin/M)cos(27ry/5 y + lim/N) 
+ A 3 cos(27tx/5 x + 2mi/M)cos(47ry/5 y + 47m/N) 
+ A 4 cos(4ttx/5 x + 47rm/M)cos(47ry/5 y + 47rn/N) 
+ ... 

10 Where n, m = 1, 2, ... . 

A set of illuminations L mn (x,y), m = 1 ... M and n = 1 ... N, will result 
in a set of images I mn (x,y). Synthetic images S l9 S 2 , S 3 and S 4 are defined, 
which best fit I mn (x,y) ? in the following equation: 

(9) I m „(x,y) = S 1 (x,y)cos(27rx/5 x + 27rm/M)cos(27ry/5 y + 2im/N) 
15 + S 2 (x,y)sin(27rx/5 X + 27rm/M)sin(27ry/5 y + 27rn/N) 

+ S 3 (x,y)cos(27rx/6 x 4- 27rm/M)sin(27ry/5 y + 27rn/N) 
4- S 4 (x ? y)sin(27rx/5 X + 27rm/M)cos(27ry/5 y + 27m/N) 
4- Constant 4- Residue 
Where m = 1 ... M, n = 1 ... N, Constant is a constant and Residue is 
20 orthogonal residue of other harmonics of 1/5 X or l/5 y , and 1/M or 1/N. 

An example of a system that embodies the mathematical procedures 
and processing to extend the bandwidth of a conventional imaging system 
is illustrated in Figure 2. Shown in Figure 2 is a detailed block diagram 
of system 10. An energy source or light source 12 provides any type of 
25 electromagnetic radiation or energy such as. coherent, incoherent or 
partially coherent light, microwave, infrared, ultraviolet, x-ray, radio, 
ultrasonic, etc. Energy from light source 12 passes through periodic 
means 14, which may be one grating for scanning in one dimension or two 
gratings for scanning in two dimensions, which is attached to motor 26. 
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Motor 26 can move grating 14 either in discrete steps or continuously and 
in one or more dimensions. Energy then passes through grating 14 
through grating lens 16. Following grating lens 16, the energy passes 
through beam splitter 18. The energy then passes through object lens 20. 
5 The energy then illuminates object 22 and is scattered by it. During the 
process of scattering of the illuminating energy by object 22, the energy, 
in reality, is actually heterodyned with the object. The scattered energy 
is reflected 90 degrees by beam splitter 18 so as to pass through camera 
lens 26 and into camera 30. Camera 30 receives the image of the 
10 illumination scattered by object 22. Camera 30 converts the optical 
information received into electrical information suitable for processing by 
electronic processing means 28. One of the possible outputs from 
processor 28 is a display 36 showing a synthetic image of object 22. 

In the example, energy (i.e. incoherent light) is used to illuminate 
15 object 22, however, coherent or partially coherent light could also be used 
with similar results. The example also involves scanning only in one 
dimension to simplify the mathematics. However, the example could 
easily be extended to two dimensions using the same line of analysis. 

Object 22 is illuminated with intensity distribution L(t,x) as defined 
20 by Eq. (1). It is assumed that the scattering of light from the object is 
linear with the intensity of the illumination. The intensity of light 
scattered by the object is Ii(t,x) which is given by: 
(10) Ii(t,x) = C r(x)cos(-27rx/5 + cot) + Res. 
Where: 

25 r(x) = object scattering function 

Res . = higher harmonics of co and direct current (DC) 
C = constant 

In Eq. (10), r(x) is the scattering, reflection, transmission or any other 
physical function which defines the interactions of object 22 with the 
30 illuminating light. If conventional imaging system 32, in Figure 1, is 
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incoherent, having a transfer function T 0 (f x ) where f x is the spatial 
frequency in the x-axis. The following theorems (a) and (b) will be shown 
to be true: 

(a) The synthetic image S u processed by system 10, as defmed by Eq. 
5 (5), is a linear transformation of r(x) having a transfer function T^f*), as 
given by: 

(11) T X {Q = C{T 0 (f x - 1/5) + T 0 (f R + 1/5)} 

Where C is a constant. S r represents image information in phase with the 
illumination. 

10 (b) The synthetic image S 2 , processed by system 10, as defined by Eq. 
(5) is a linear transformation of r 2 (x) having a transfer function T 2 (f x ), as 
given by: 

(12) T 2 (f x ) = C{T 0 (f x - 1/6) - T 0 (f x + 1/5)} 

Where r 2 (x) is the Hilbert transform of r(x). S 2 represents information 90 

15 degrees out of phase with the illumination. 

The transfer functions T x and T 2 are shown in Figures 3B and 3C 
for the classical incoherent diffraction limited optical transfer function T 0 
shown in Figure 3A. The cutoff frequency of transfer functions T x and T 2 
is f G + f 0TF . As is apparent from Figures 3 A to 3C, the bandwidth of the 

20 synthetic images has been extended by f G or 1/5. It is important to note 
that while conventional imaging system 32 acts as a low pass filter at zero 
frequency, system 10 acts as a bandpass filter at the frequency of grating 
14, f G . To better understand this phenomenon, assume information about 
object 22 exists at a certain frequency f 0 and that f 0 > f OTF . When object 

25 22 is heterodyned or mixed with the periodic energy illumination, this 
frequency f 0 will be shifted up and down by frequency f G . If one of the 
shifted frequencies, for example f 0 - f G , is in the bandwidth of f 0TF , it will 
pass through optical imaging system 10 at this frequency. The processing 
performed by processor 28 shifts the information back to the original 
30 frequency f 0 . 
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To better understand the previous example, the following proof is 
presented. The following three trigonometric equations are required for 
this proof: 

(13) cos(a + jS) = cos(a)cos()3) - sin(a)sin(/3) 
5 (14) sin(o; + jS) = cos(o:)sin(/3) + cos(/3)sin(o:) 

(15) cos(a)cos(/3) = l/2[cos(a + &) + cos(a - jS)] 
Let R(f x ) and cf>(f x ) be the amplitude and phase of the Fourier transform of 
r(x) (the object scattering function) in the x-axis so r(x) in Eq. (10) takes 
the form of: 

10 (16) r(x) = / fx R(f x )cos(27rf x x + 0(f x ))df x 

Giving: 

(17) Ij(t,x) = c/ fx R(f x )cos(27rf x x + 0(f x ))cos(-27rx/5 + cut)df x + 
Res. 

Using Eq. (15) yields: 
15 (18) I,( t ,x, - C,/ R( f ,)cos(2.(, - l«)x + «« + ^ 

+ C^R^cosCtKi; + l/5)x + 0(fj - cot)df x 
+ Res. 

The intensity of the image, assuming incoherent imaging is given by: 

(19) ,( t ,x) =cJ ( ,T 0 ( f( -l W os( 2 ^-l«) X + ,( fl) + ut )d f> 
20 + C,J fx T 0 (f x + l/S)R(f x )cos(27r(f x + l/5)x + <f>{Q - cot)df x 

+ Res. 
Using Eq. (13) yields: 

(20) I,(t,x) = C,/ fx T 0 (f x - l/5)R(f x )[cos(27rf x x + 0(f x ))cos(-2^x/6 + cot) 

-sin(2-7rf x x + 0(f x ))sm(-2 ttx/6 + cot)]df x 
25 + c/fcToCf, + l/5)R(fJ[cos(2irf x x + 0(f x ))cos(27rx/5 + cot) 

-sin(2irf x x + 0(f x ))sin(2xx/5 - cot)]df x 
+ Res. 

Collecting all terms that multiply cos(-2rx/5 + cot) = cos(2ttx/5 - cot) and 
all terms that multiply sin(-27rx/6 + cot) = -sin(27rx/o - cot) yields: 
30 (21) I 2 (t,x) = C,cos(27rx/5+cot) 
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* / ft {T 0 (f x - 1/5) + T Q (f x + l/5)}R(f x )cos(27rf x x + <KQ)df x 
+ Qsin^TTX/S + cot) 

* / ft {To(f, - 1/5) - T 0 (f x + l/5)}R(fJsin(27rf x x + 0(f x ))df x 
+ Res. 

5 The synthetic images S^x) and S 2 (x) derived from I 2 (t,x), as defined by 
Eq. (5), are given by: 

(22) S 1 (x) = C l / fx {T 0 (f x - 1/5) + T 0 (f x + l/5)}R(gcos(2-f,x + 0(fj)df x 

(23) S 2 (x)-cj fx {T 0 (f x - 1/5) - T 0 (f x + l/5)}R(f x )sin(27rf x x + *(f x ))df x 
The function r(x) is given by Eq. (16): 

10 (16) r(x) = l fx R(f x )cos(2xf x x + 4>(f x ))df x 

The function r 2 (x) is the Hilbert transform of r(x) and is given by: 

(24) r 2 (x) = / fx R(f x )sin(227rf x x + *(f x ))df x 
Eqs. (22) and (23) thus prove theorems (a) and (b) presented above. 

Optical Microscope 

15 Described above is a novel imaging system which uses a periodic 

pattern of illumination in order to improve the resolution of the imaging 
system. As will now be described, the present invention deals with the 
methods of applying the technology to optical microscopes in order to 
extend their resolution capabilities, and to integrate three dimensional 

20 imaging capabilities in microscopy, which becomes possible by the use of 
periodic illumination. 

In three dimensional capabilities we should consider: 

(a) the capability to image a thin slice within a thick volume, 

(b) the capability to identify the three dimensional information 
25 within the thin slice, 

(c) the capability to create a three dimensional image of a thick 
volume by the integration of information related to several 
thin slices, and 
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(d) the capability to focus on those slices where there is 

information and to ignore other slices. 
The standard light microscope can not identify the three dimensional 
information in a thin or thick volume. In the case of a thick volume, the 
5 information at different slices in the volume may overlap so the 
microscope will not be able to create a sharp image of any slice. 

The prior art Confocal Microscope was developed to answer these 
limitations. The Confocal microscope illuminates the target with a beam 
focused to a small area. To create an image of the whole field of view, 
10 the object is scanned with the beam. The Confocal Microscope can create 
a sharp image of a thin slice which is in the focal plane of the beam, with 
other slices not affecting the image. Three dimensional imaging of the 
thick volume is possible by imaging a sequence of thin slices. 

The present invention discloses a new method for three dimensional 
15 imaging, based on periodic illumination. Compared with the Confocal 
Microscope, the present invention has the advantage of three dimensional 
imaging capability within a thin slice , and the advantage of improved 
lateral resolution as shown above in the previous discussion in this 
application. As with the confocal microscope, three dimensional imaging 
20 of the thick volume is possible by imaging a sequence of thin slices. 

Description of the optical microscope of the present invention: 

A method of imaging by optical microscope using a periodic 
illumination, will include three major steps: 

(1) Illumination the observed object by a periodic pattern of 

25 light, 

(2) Imaging of the object to a camera or detector to create 
a signal related to the object, and 

(3) Mathematically processing of the signal to create 
synthetic images of the object. 
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Definitions: 

Illumination: The light illuminating the object may be ultraviolet, 
visible, infrared or any other electromagnetic wave. The illuminating 
pattern at the object plane may be periodic in one or two axes. We 
5 consider two important ways to create a periodic pattern of illumination: 

(1) The pattern may be created by two or more coherent beams 
which interfere with one another. In this case, the illumination pattern is 
also the interference pattern. The phase of the pattern is changeable by 
controlling the phase of the beams. 
10 (2) The periodic illumination pattern may be an image of another 

pattern (source pattern), which has a periodic structure. In this case, the 
illumination is enabled by projecting the image of the source periodic 
pattern on the observed object. 

The phase of the illumination pattern may be controlled by 
15 physically moving the source pattern. 

Alternatively, the pattern itself is controlled electrically. Such 
devices may be divided into two groups: 

(1) The electrically controlled spatial filter is an optical filter whose 
transmission, reflection or other optical property are controllable at each 

20 point of the filter in space. Such devices exist today, using the 
polarization properties of liquid crystals, such as are widely used as flat 
panel displays. 

(2) The electrically controlled light source is a source of light for 
which the intensity emitted by each point in a certain space is controllable. 

25 An example of such device is the Cathode Ray Tube (CRT) which is 
widely used in computer monitors. 

Imaging: The imaging system is an optical microscope, which 
collects light resulting from the interaction of the illuminating pattern with 
the object, to create a magnified optical image of the object. This 
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magnified optical image of the object may be observed by the eyes or by 
a detector which transforms the optical image into an electrical signal. 
The imaging system and the optical illumination system which produces 
the periodic illumination pattern may share the same objective and other 
5 optical components. Alternatively, these may be two different systems of 
objectives and optical components "coupled" by the fact that the image 
plane of one system coincides with the object plane of the other system. 
Useful information of the object may be obtained from the image only if 
there is some physical interaction between the light of the illumination and 

10 the object. According to the optical configuration of the imaging system 
and according to the optical properties of the object, we may consider 
several such interactions. The interaction may be reflection, transmission, 
absorption, scattering, phase shifting, fluorescence, depolarization or any 
other physical interaction of light and matter. 

15 Processing: The mathematical processing for the creation of one or 

several synthetic images is a mathematical analysis over a single optical 
image or over a sequence of optical images which are created while 
changing the phase of the illuminating pattern. The synthetic image is a 
mathematical function related to the object as an image, unlike the optical 

20 image which represents a physical quality like the intensity of light at the 
image plane. In the preceding discussion, a useful set of synthetic images 
where analyzed by extracting information at the image plane. Information 
is extracted which is in phase with the phase of the illumination pattern, 
and information is extracted which 90 degrees out of phase relative to the 

25 phase of illumination pattern. These information components are used in 
the creation of the mathematical synthetic image. As will be explained in 
the following sections, there are other useful images that may be created 
by extracting the amplitude and phase of the optical image. 
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Three dimensional imaging: The periodic illumination scanning in 
one axis, is a process in which the object is illuminated with energy, or 
amplitude, or other physical quality that is significant to the measurement, 
having a space distribution function at the focal plane L(x,t) which is a 
5 good approximation at the range of interest to: 

(25) L(x,t) = Ao + A l cos ( 2ttx/5 + ^(t) ) 
+ A 2 cos ( 4ttx/5 + 2^(t) ) + ... 
L(x,t) is a periodic function, with period equal to 5. The axis x coincides 
with the periodic axis of L. The function in L in equation (25) is written 
10 as a series of harmonics with spatial frequencies 0, 1/5, 2/5, 3/5, .... The 
scanning is enabled by changing the phase ^(t) . 

We will consider the illumination pattern to be tilted, if within the 
depth of focus, the space distribution function L(x,z,t) is a good 
approximation in the range of interest to: 
15 (26) L(x,z,t) = Ao +A X cos ( 2ttx/5 + ^(t) + az ) + ... 

where a is constant, and z = 0 at the focal plane. If or = 0, we will consider 
the illumination pattern to be non-tilted. A, may also be a function of y or 
z, because the z-axis measures the distance from the focal plane, where the 
modulation is greatest. A drop in the modulation will cause Aq to 
20 increase, while all the other coefficients will decrease. 

A point of the object at location (x,y ,z) within the focal depth of the 
imaging system, will be illuminated by a periodic pattern with a phase 
dependent on its x and z. Knowing the (x,y) location of the point, for 
example, by observing the two dimensional image of the object, it is 
25 possible to analyze the height of the point on z-axis by extracting the phase 
az. 

Measurement of the phase az in (26) can be done qualitatively by 
observation of the lines of illumination in a static mode, where L(x,z) is 
time-independent. The lines will create a meshing over the object, the 
30 shape of the meshing effect being a function of the topology of the object. 
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A more accurate measure is enabled by shifting the phase ^(t). For 
example, we may consider a constant rate of phase shift, co, so equation 
(26) will have the form of: 

(27) L(x,z,t) = Ao + A 1 cos ( 2ttx/5 + cot + ctz ) + ... 

5 The image of the object illuminated by such a pattern will have the form 
of: 

(28) I(x,y,t) = B 0 (x,y) + B : (x,y) cos ( 2ttx/5 + cot + az + <p(x,y) 

) + ... 

In equation (28), the axes x,y are the equivalent axes to the axes x,y 
10 in the object plain, imaged to the image plane. It is possible to evaluate 
both amplitude Bi(x,y) , and the phase [27rx/5 + az r <£(x,y)] at any 
desired point in (x,y) by means of Fourier transformation in time domain. 
The phase measured at the image plain contains the useful component, az, 
from which the height z may be measured, plus an additional phase <6(x,y), 
15 which limits the accuracy of the measurement of z. The additional phase 
0(x,y) has a high value at high spatial frequencies, and a low value at low 
spatial frequencies. The third component in the evaluated phase is lirxlb. 
This component is known for a known point location x, and known period 
5. 

20 The Fourier time domain transformation does not necessarily 

require a constant rate of phase shifting, \J/. It is possible to extract the 
same information through a sequence of images resulting from phase 
shifting in discrete steps. 

Thus, it is possible to evaluate three dimensional information of an object, 
25 by illuminating the object with a tilted periodic pattern, and creating 
synthetic images by measuring the phase and amplitude at the optical 
image plain. The images created by measuring phase and amplitude at the 
image plane, may also be useful for the non-tilted illumination pattern. 
For example, if the object contains a unique, adjacent point, which 
30 interacts with the illumination, the phase information which includes the 
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component 2irx/8 will yield the exact location of the point of interest on the 
x axis . The example given here is with illumination pattern periodic in 
one axis, x. The method can be used for an illumination pattern which is 
periodic in a different axis or which is periodic in two axes. 

5 The case of the periodic illumination in two axes, x and y, is a 

simple continuation of the case of a periodic pattern in one axis, x. The 
same method for three dimensional imaging using a periodic illumination 
pattern in a single axis, x, can be applied in both axes, x and y. 

The method of imaging an object using a periodic illumination 

10 pattern may yield information of a thin slice within a thick volume. Only 
the thin slice, which is in the depth of focus of the microscope and the 
optical system which produces the illumination pattern, can contribute to 
the image. The three dimensional imaging of a thick volume is enabled 
by creating a sequence of thin slice images. In the case of a non-tilted 

15 periodic illumination pattern, the vertical resolution is equal to the 
thickness of the slices. A tilted illumination pattern may be used to 
provide a better vertical resolution. 

Automatic Focussing 

The periodic pattern illumination is also very useful for focussing 
20 the optical system. The periodic illumination pattern is a uniform 
illumination modulated by a periodic pattern. The periodic pattern creates 
a modulation over the illuminated object with the spatial frequency of the 
basic period of the pattern and its higher harmonics. If the observed 
object is in the focal plane of the microscope and the illumination, the 
25 optical image of the object will also appear to be modulated with the same 
spatial frequency. If the object is out of focus, modulation of the 
illumination will decrease. Therefore, measuring the amplitude of the 
modulation frequency over the optical image can verify that there is an 
object within the focal range of the microscope and the illumination 
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system, and can help to optimize adjustment of the position of the focal 
plane for better imaging of the object. The focal range contains the object 
plane of the microscope and a certain range below and above the object 
plain, so that any object within that range may create a sharp optical image 

5 modulated by the periodic illumination pattern. The range of sharp optical 
image is the depth-of-field of the microscope. 

Fourier transformation of the optical image at a certain range of 
interest will yield the amplitude of the modulating spatial frequency. 
Depending on the optical configuration and the interaction of the 

10 illumination with the object, high or low amplitude will indicate that the 
imaging system is in focus. If the optical image is created by light 
transmitted through the object, low amplitude of the modulating frequency 
will indicate that there is an interaction of the periodic illumination pattern 
with the object. If there is no interaction at the object plane, then the 

15 illumination pattern will be transmitted without any interference, therefore 
the amplitude of the modulation frequency will be high. In contrast, if the 
interaction of the periodic illumination pattern with the object is by 
reflection, then a high amplitude of the modulating frequency at the image 
plane will indicate that there is an object within the focal range which 

20 reflects some of the illumination. Other types of interactions, such as 
fluorescence, will also yield a high amplitude of the modulating frequency. 
Therefore, it is possible to identify an interaction of the illumination with 
the object at the focal range of a microscope by illuminating an object with 
a periodic illumination pattern, and by measuring the amplitude of the 

25 modulating frequency at the area of interest on the optical image. 

It is also possible to optimize the focus of the imaging microscope 
by measuring the amplitude of the modulation frequency while varying the 
focal range of the microscope, then finding the range at which the 
interaction of illumination with the object is the greatest. Depending on 
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the type of interaction, the highest or lowest amplitude of the modulation 
frequency will correspond to the greatest interaction. 

Illumination of the object with a periodic illumination pattern 
creates spatial modulation with the basic frequency of the period. One 

5 may also create temporal modulation by varying the phase of the pattern. 
For example, if we illuminate an object with the periodic pattern of 
equation (27), we may identify a spatial modulation with the spatial 
modulation frequency 1/5, and may also identify a temporal modulation 
with temporal modulation frequency oo/27r. Higher harmonics of these 

10 frequencies may also modulate the optical image. Measurement of the 
modulation of the optical image can be done either in space domain or in 
time domain. In space domain, the modulation will be measured by* 
analyzing the amplitude of the spatial modulating frequency in space 
domain at the area of interest of the optical image. The amplitude of the 

15 modulation at a certain frequency is obtained from the Fourier 
transformation of the optical image at that frequency. In time domain, the 
modulation will be measured by analyzing the amplitude of the temporal 
modulation frequency in time domain at any point or an area of the optical^ 
image. 

20 In equation (27), the phase of the periodic illumination pattern is 

varied continuously at a constant rate u. The phase could also be varied 
in discrete steps rather than continuously. In certain cases, varying the 
phase from zero to 2ir is rather complicated and a smaller range of phase 
variations is desired (for example, in the case that the phase is shifted by 

25 mechanically moving a source pattern). In that case, it is possible to vary 
the phase of the periodic illumination pattern harmonically at a certain 
frequency, f, in time. For a periodic illumination in one axis of equation 
(26), illumination with harmonic phase variation will have a space and 
time distribution function which is a good approximation at the range of 

30 interest to L(x,t): 
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(29) L(x,t) = Ao + A x cos( 2ttx/5 + a m cos( 2 Trft ) ) + 
where f is the phase modulation frequency in time domain. 

Assuming the phase variations are small, so that a m < <2t, the 
modulation in time domain may be measured by analyzing the amplitude 
5 of the phase modulation frequency, f, in time domain, at any point or area 
of the optical image. The amplitude of the phase modulation frequency, 
f , in time domain is defined by the Fourier transformation in time domain 
at the same frequency. The example given here is with illumination 
pattern periodic in one axis x. The method can be used for illumination 

10 pattern periodic in a different axis or periodic in two axes. 

The method of focussing the optical microscope using the periodic 
pattern illumination may also be used to couple the microscope to another 
optical imaging system. One way to produce the illumination pattern is by 
providing a source pattern and projecting its image on the object. The 

15 optical system that projects the illumination pattern on the object should 
be coupled to the optical microscope that produces the optical image, so 
the image plane of the first system (projection system) will coincide with 
the object plain of the other system (microscope). If the two systems do 
not share the same objective lens, then an adjustment will be required to 

20 couple them to together. For example, if the optical system which projects 
the illumination pattern is an optical microscope having its own 
microscope objective, then the coupling to the imaging microscope will be 
enabled by adjusting the distance between the two objectives. A method 
for coupling the two optical systems is provided by projecting a periodic 

25 illumination pattern with one system while imaging the pattern with the 
other, and adjusting the image plane of one system to the object plane of 
the other to produce the sharpest optical image. The sharpness of the 
optical image of the periodic pattern can be measured either by measuring 
the amplitude of the modulation frequency in time domain or by measuring 
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the amplitude of the modulation frequency in time domain. These 
measurements were pan of the focussing method explained before. 

Implementation 

Construction of the physical hardware and provision of the software 
5 necessary to implement the method of the present invention, will be within 
the understanding and ability of skilled artisans in the field. A symbolic 
representation of a physical optical microscope system, 40, according to 
the present invention is shown in Figure 4. Periodic illumination, 41, is 
provided by any appropriate illumination source, as described above. For 
10 example, the combination of light source, 12, and grating, 14, of Figure 
2, with motor, 26, moving grating, 14, may be used. In the illustration 
of Figure 4, the periodic illumination pattern is periodic in the x direction. 
The x, y, and z axes shown are orthogonal axes in three-space. The 
physical interaction of the periodic illumination with the object, 22, may 
15 be any of a wide variety of interactions. These include reflection, as 
shown for the purpose of illustration, in Figure 4. Imaging, 42, is 
provided by any appropriate imaging system, such as an optical 
microscope with a photodetector device, to develop an electronic 
representation "optical image". The optical image provided by the 
20 imaging system is processed by any appropriate processor, such as an 
electronic digital computer. Processing, 48, of the optical image, 
produces at least one synthetic image, 50. The synthetic images are the 
result of processing according to the methods of the present invention, 
using the unique combination of hardware, including periodic illumination, 
25 and software, called for by the method of the present invention. The 
processing, 48, consists of mathematically operating on the optical image 
to produce at least one synthetic image, 50. 
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While the invention has been described with respect to a limited 
number of embodiments, it will be appreciated that many variations, 
modifications and other applications of the invention may be made. For 
example, in the implementation of Figure 2, lens, 20, may be a 

5 microscope objective, and lens, 16, may be a tube lens. It is possible that 
lenses 16 and 26 may be omitted, and a single lens or set of lenses, 20, 
will both project the illumination pattern and image the object. While 
lenses 16, 20, and 26, are illustrated as simple lenses, in general, they 
may represent complex lenses or lens systems. 

10 A tilted illumination pattern may be implemented by collimating the 

beam illuminating the grating, 14, and tilting the collimated beam with 
respect to the optical axis of the lenses, 16 and 20. If the collimated beam 
is parallel to the optical axis, then the illumination pattern will be non- 
tilted. 

15 While the invention has been described with respect to a limited 

number of embodiments, it will be appreciated that many variations, 
modifications and other applications of the invention may be made. 

While the above discussion of the present invention is expressed in 
terms of a microscope, which is an optical imaging system which produces 

20 a magnified optical image of an object, the invention is not limited only 
to use with microscopes. Rather, the present invention applies to any 
optical imaging system for which the periodic pattern illumination can be 
used. 
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WHAT IS CLAIMED IS: 

1. A method of improving the resolution of imaging systems, 
for imaging an object, comprising the steps of: 

illuminating the object with a periodic pattern; 

scanning the object with said periodic pattern whereby the phase of 
said periodic pattern is varied; 

receiving a plurality of images, representing said periodic pattern 
illuminating the object, said images corresponding to 
variations in the phase of said periodic pattern; and, 

producing synthetic images by processing said plurality of images 
to extract information in phase with said periodic pattern and' 
information 90 degrees out of phase with said periodic 
pattern. 

2. A method of improving the resolution of imaging systems, 
for imaging an object, comprising the steps of: 

illuminating the object with a periodic pattern; 

scanning the object with said periodic pattern in one dimension 

whereby the phase of said periodic pattern is varied; 
receiving a plurality of images, representing said periodic pattern 

illuminating the object, said images corresponding to 

variations in the phase of said periodic pattern; and, 
processing said plurality of images to extract synthetic images Si 

and S 2 . 

3. The method of claim 2, wherein the phase of said periodic 
pattern is varied continuously. 
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4. The method of claim 2, wherein the phase of said periodic 
pattern is varied is discrete steps. 

5. A method of improving the resolution of imaging systems, 
for imaging an object, comprising the steps of: 

illuminating the object with a periodic pattern; 

scanning the object with said periodic pattern in one dimension 

whereby the phase of said periodic pattern is varied; 
receiving a plurality of images, representing said periodic pattern 

illuminating the object, said images corresponding to 

variations in the phase of said periodic pattern; and, 
producing at least one synthetic image by processing said plurality 

of images to extract at least one information selected from 

the group consisting of 

(a) information in phase with said periodic pattern and information 
90 degrees out of phase with said periodic pattern, 

(b) information exclusively in phase with said periodic pattern, and 

(c) information exclusively 90 degrees out of phase with said 
periodic pattern. 

6. A method of improving the resolution of imaging systems, 
for imaging an object, comprising the steps of: 

illuminating the object with a pattern periodic in two dimensions; 
scanning the object with said periodic pattern in two dimensions, 

whereby the phases of said periodic pattern are varied; 
receiving a plurality of images, representing said periodic pattern 

illuminating the object, said images corresponding to 

variations in the phases of said periodic pattern; and, 
processing said plurality of images to extract synthetic images S 1? 

S 2 , S 3 and S 4 . 
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7. A method of improving the resolution of imaging systems, 
for imaging an object, comprising the steps of: 

illuminating the object with a pattern periodic in two dimensions, 

along an x-axis and a y-axis; 
scanning the object with said periodic pattern in two dimensions, 

whereby the x-axis and y-axis phases, of said periodic 

pattern are varied; 
receiving a plurality of images, representing said periodic pattern 

illuminating the object, said images corresponding to 

variations in the phases of said periodic pattern; and, 
producing at least one synthetic image by processing said plurality 

of images to extract at least one information selected from 

the group consisting of 

(a) information in phase with the x-axis illuminating pattern and in 
phase with the y-axis illuminating pattern, 

(b) information 90 degrees out of phase with the x-axis illuminating 
pattern and 90 degrees out of phase with the y-axis illuminating pattern, 

(c) information in phase with the x-axis illuminating pattern and 90 
degrees out of phase with the y-axis illuminating pattern, and 

(d) information 90 degrees out of phase with the x-axis illuminating 
pattern and in phase with the y-axis illuminating pattern. 

8. An apparatus for enhancing the resolution of an imaging 
system, for imaging an object, comprising: 

an energy source; 

periodic means for producing an illuminating periodic pattern in 
one dimension from said energy, said periodic means 
movable in one dimension whereby the phase of said 
periodic pattern may be varied in one dimension; 
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first imaging system for passing said periodic pattern from said 
periodic means through to the object whereby the object 
interacts with said periodic pattern; 

second imaging system coupled to said first imaging means, said 
second imaging system for converting energy resulting from 
interaction between the object and said periodic pattern into 
an electrical signal, said electrical signal representing images 
of said energy resulting from interaction between the object 
and said periodic pattern; and, 

processor coupled to said periodic means and said second imaging 
system, said processor for controlling said periodic means in 
one dimension, said processor for extracting information in 
phase with said periodic pattern and information 90 degrees 
out of phase with said periodic pattern. 

9. The apparatus of claim 8, wherein said periodic means 
includes a grating. 

10. The apparatus of claim 8, wherein said processing means 
causes said periodic means to move continuously whereby the phase of the 
illuminating periodic pattern falling on the object is varied continuously. 

11. The apparatus of claim 8, wherein said processing means 
causes said periodic means to move in discrete steps whereby the phase of 
the illuminating periodic pattern falling on the object is varied in discrete 
steps. 

12. An apparatus for enhancing the resolution of an imaging 
system, for imaging an object, comprising: 

an energy source; 
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periodic means for producing an illuminating pattern periodic in 
two dimensions from said energy, said periodic means 
movable in two dimensions whereby the phases of said 
periodic pattern may be varied in two dimensions; 

first imaging system for passing said periodic pattern from said 
periodic means through to the object whereby the object 
interacts with said periodic pattern; 

second imaging system for converting energy resulting from 
interaction between the object and said periodic pattern into 
an electrical signal, said electrical signal representing images 
of energy resulting from interaction between the object and 
said periodic pattern; and, 

a processor coupled to said periodic means and said second imaging 
system, said processor for controlling said periodic means in 
two dimensions, said processor for extracting two 
dimensional information in phase with said periodic pattern 
and two dimensional information 90 degrees out of phase 
with said periodic pattern. 

13. The apparatus of claim 12, wherein said periodic means 
includes two gratings oriented 90 degrees apart. 

14. The apparatus of claim 12, wherein said processor causes 
said periodic means to move continuously whereby the phase of the 
illuminating periodic pattern falling on the object is varied continuously. 

15. The apparatus of claim 12, wherein said processor causes 
said periodic means to move in discrete steps whereby the phase of the 
illuminating periodic pattern falling on the object is varied in discrete 
steps. 
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16. A method for producing a synthetic image of an object 
comprising the steps of; 

(a) illuminating the object with a periodic illumination pattern 
whereby the object interacts with said periodic illumination pattern; 

(b) scanning the object with said periodic illumination pattern 
whereby the phase of said periodic illumination pattern is varied; 

(c) providing an optical microscope for imaging said interaction 
of the object with said periodic illumination pattern, said imaging thereby 
producing optical images, said optical images representing said interaction 
of the object with said periodic illumination pattern; 

(d) producing a plurality of said optical images with said optical 
microscope; 

(e) providing a processor for mathematically processing said 
optical images to produce a synthetic image; and, 

(f) processing said optical images with said processor to produce 
a synthetic image. 

17. The method of claim 16, wherein said periodic illumination 
pattern is tilted. 

18. The method of claim 16, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is scattering. 

19. The method of claim 16, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is reflection. 

20. The method of claim 16, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is transmission. 
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21. The method of claim 16, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is phase shifting. 

22. The method of claim 16, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is absorption. 

23. The method of claim 16, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is fluorescence. 

24. The method of claim 16, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is depolarization. 

25. The method of claim 16, wherein said processing to produce 
said synthetic image includes extracting information in phase with said 
periodic illumination pattern. 

26. The method of claim 16, wherein said processing to produce 
said synthetic image includes extracting information 90 degrees out of 
phase with said periodic illumination pattern. 

27. The method of claim 16, wherein said processing to produce 
said synthetic image includes measuring the phase of said optical image at 
the image plane. 

28. The method of claim 16, wherein said processing to produce 
said synthetic image includes measuring the amplitude of said optical 
image at the image plane. 

29. The method of claim 16, wherein said periodic illumination 
pattern is an image of a source pattern which has a periodic structure. 
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30. The method of claim 29, wherein said source pattern is an 
electronically controlled spatial filter. 

31. The method of claim 29, wherein said source pattern is an 
electronically controlled light source. 

32. The method of claim 16, wherein said periodic illumination 
pattern is an interference pattern of a plurality of coherent beams, thereby 
providing a coherent interference pattern. 

33. A method for producing three-dimensional information of a 
thick volume comprising the steps of; 

(a) individually illuminating thin slices of the thick volume with 
a periodic illumination pattern whereby each said slice interacts with said 
periodic illumination pattern; 

(b) scanning each said slice with said periodic illumination pattern 
whereby the phase of said periodic illumination pattern of each said slice 
is varied; 

(c) providing an optical microscope for imaging said interaction 
of each said slice with said periodic illumination pattern, said imaging 
thereby producing optical images, said optical images representing said 
interaction of each said slice with said periodic illumination pattern; 

(d) producing a plurality of said optical images of each said slice 
with said optical microscope; 

(e) providing a processor for mathematically processing said 
optical images of each said slice to produce synthetic images; and, 

(f) processing said optical images with said processor to produce 
a synthetic image of each said slice. 
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34. The method of claim 33, wherein said periodic illumination 
pattern is tilted. 

35. A method for producing a synthetic image of an object 
comprising the steps of; 

(a) illuminating the object with a periodic illumination pattern 
which is periodic in two dimensions, whereby the object interacts with said 
periodic illumination pattern; 

(b) scanning the object in two axes with said periodic illumination 
pattern whereby the phase of said periodic illumination pattern is varied 
in said two axes; 

(c) providing an optical microscope for imaging said interaction 
of the object with said periodic illumination pattern, said imaging thereby 
producing optical images, said optical images representing said interaction 
of the object with said periodic illumination pattern; 

(d) producing a plurality of said optical images with said optical 
microscope; 

(e) providing a processor for mathematically processing said — 
optical images to produce a synthetic image; and, 

(f) processing said optical images with said processor to produce 
a synthetic image. 

36. The method of claim 35, wherein said periodic illumination 
pattern is tilted. 

37. The method of claim 35, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is scattering. 

38. The method of claim 35, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is reflection. 
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39. The method of claim 35, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is transmission. 

40. The method of claim 35, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is phase shifting. 

41. The method of claim 35, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is absorption. 

42. The method of claim 35, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is fluorescence. 

43. The method of claim 35, wherein said interaction of said 
periodic illumination pattern with the object is depolarization. 

44. The method of claim 35, wherein said processing to produce 
said synthetic image includes extracting information in phase with said 
periodic illumination pattern in both said axes. 

45. The method of claim 35, wherein said processing to produce 
said synthetic image includes extracting information 90 degrees out of 
phase with said periodic illumination pattern in both axes. 

46. The method of claim 35, wherein said processing to produce 
said synthetic image includes extracting information in phase with said 
periodic illumination pattern in one said axis and 90 degrees out of phase 
with said periodic illumination pattern in the second axis. 
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47. The method of claim 35, wherein said processing to produce 
said synthetic image includes measuring the phase of said optical image at 
the image plane. 

48. The method of claim 35, wherein said processing to produce 
said synthetic image includes measuring the amplitude of said optical 
image at the image plane. 

49. The method of claim 35, wherein said periodic illumination 
pattern is an image of a source pattern which has a periodic structure. 

50. The method of claim 49, wherein said source pattern is an 
electronically controlled spatial filter. 

51. The method of claim 49 , wherein said source pattern is an 
electronically controlled light source. 

52. The method of claim 35, wherein said periodic illumination 
pattern is an interference pattern of a plurality of coherent beams, thereby 
providing a coherent interference pattern. 

53. A method of identifying the interaction of a periodic 
illumination pattern with an object within the focal range of a microscope, 
comprising the steps of: 

(a) producing illumination having a periodic illumination pattern 
within the focal range of the microscope; 

(b) imaging the object within the focal range with the microscope 
to produce an optical image, whereby the periodic pattern of the 
illumination modulates the optical image in space domain; and, 
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(c) measuring the amplitude of the modulation frequency in space 
domain within an area of interest of the optical image. 

54. A method of identifying the interaction of a periodic 
illumination pattern with an object within the focal range of a microscope, 
comprising the steps of: 

(a) producing illumination having a periodic illumination pattern in 
space domain within the focal range of the microscope; 

(b) varying, in time, in a periodic manner, the phase of the 
periodic illumination pattern, thereby providing a periodic illumination 
both in space domain and in time domain; 

(c) imaging the object within the focal range with the microscope 
to produce an optical image, whereby the periodic pattern of the 
illumination modulates the optical image in both space domain and in time 
domain; and 

(d) measuring the amplitude of the modulation frequency in time 
domain within an area of interest of the optical image. 

55. A method of focussing a microscope, comprising the steps of: 

(a) producing illumination having a periodic illumination pattern 
within the focal range of the microscope; 

(b) imaging the object within the focal range with the microscope 
to produce an optical image, whereby the periodic pattern of the 
illumination modulates the optical image in space domain; and 

(c) measuring the amplitude of the modulation frequency in space 
domain within an area of interest of the optical image; 

(d) varying the focal range of the microscope; and 

(e) finding the focal range of the microscope at which the 
interaction of an object with said periodic illumination pattern is greatest. 
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56. A method of focussing a microscope, comprising the steps of: 

(a) producing illumination having a periodic illumination pattern in 
space domain within the focal range of the microscope; 

(b) varying, in time, in a periodic manner, the phase of the 
periodic illumination pattern, thereby providing a periodic illumination 
both in space domain and in time domain; 

(c) imaging the object within the focal range with the microscope 
to produce an optical image, whereby the periodic pattern of the 
illumination modulates the optical image in both space domain and in time 
domain; 

(d) measuring the amplitude of the modulation frequency in time 
domain within an area of interest of the optical image; 

(e) varying the focal range of the microscope; and 

(f) finding the focal range of the microscope at which the 
interaction of an object with said periodic illumination pattern is greatest. 

57. A method of coupling a microscope to a second optical imaging 
system, comprising the steps of: 

(a) projecting a periodic illumination pattern with the second 
optical imaging system onto the image plane of the second optical imaging 
system; 

(b) imaging said periodic illumination pattern with the microscope 
to produce an optical image, whereby the periodic pattern of the 
illumination modulates the optical image in space domain; and 

(c) measuring the amplitude of the modulation frequency in space 
domain within an area of interest of the optical image; 

(d) varying the location of the said image plain of the said optical 
imaging system with respect to the said object plain of the said 
microscope, and 
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(e) finding the location of the said image plain of the said optical 
imaging system with respect to the said object plain of the said 
microscope, at which the amplitude of the modulating frequency in space 
domain, at the area of interest of the optical image, is highest. 

58. A method of coupling a microscope to a second optical imaging 
system, comprising the steps of: 

(a) producing illumination having a periodic illumination pattern in 
space domain within the focal range of the microscope; 

(b) varying, in time, in a periodic manner, the phase of the 
periodic illumination pattern, thereby providing a periodic illumination 
both in space domain and in time domain; 

(c) imaging said periodic illumination pattern with the microscope 
to produce an optical image, whereby the periodic pattern of the 
illumination modulates the optical image in both space domain and in time 
domain; 

(d) measuring the amplitude of the modulation frequency in time 
domain within an area of interest of the optical image; 

(e) varying the position of the image plain of the optical imaging 
system with respect to the object plain of the microscope; and, 

(f) finding the position of the image plain of the optical imaging 
system with respect to the object plain of the microscope, at which the 
amplitude of the modulating frequency in time domain, at the area of 
interest of the optical image, is highest. 

59. A method for three-dimensional imaging of an object, 
comprising the steps of: 

(a) illuminating the object with a tilted periodic illumination 
pattern, whereby said tilted illumination pattern creates a meshing effect 
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over the object, the shape of said meshing effect being a function of the 
topology of the object; 

(b) providing a microscope for imaging the object; 

(c) imaging the object to produce an optical image. 
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MULTI -PHOTON LASER MICROSCOPY 

Background Of The Invention 

The present invention relates to a laser 
microscopy technique which produces molecular 
5 excitation in a target material by simultaneous 
absorption of three or more photons. The 
invention is an improvement over the two-photon 
laser microscopy technique disclosed in U.S. 
Patent No. 5,034,613 to Denk et al. (hereinafter, 

10 the '613 patent), and this patent is hereby 
incorporated by reference. 

The '613 patent discloses a laser scanning 
microscope which produces molecular excitation in 
a target material by simultaneous absorption of 

15 two photons to provide intrinsic three-dimensional 
resolution. Fluorophores having single photon 
absorption in the short (ultraviolet or visible) 
wavelength range are excited by a stream of 
strongly focused subpicosecond pulses of laser 

20 light of relatively long (red or infrared) 
wavelength range. The fluorophores absorb at 
about one half the laser wavelength to produce 
fluorescent images of living cells and other 
microscopic objects. The fluorescent emission 

25 from the fluorophores increases quadratically with 
the excitation intensity so that by focusing the 
laser light, fluorescence and photobleaching are 
confined to the vicinity of the focal plane. This 
feature provides depth of field resolution 

30 comparable to that produced by confocal laser 
scanning microscopes, and in addition reduces 
photobleaching. Scanning of the laser beam, by a 
laser scanning microscope, allows construction of 
images by collecting two-photon excited 
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fluorescence from each point in the scanned object 
while still satisfying the requirement for very 
high excitation intensity obtained by focusing the 
laser beam and by pulse time compressing the beam. 
5 The focused pulses also provide three-dimensional 
spatially resolved photochemistry which is 
particularly useful in photolytic release of caged 
effector molecules. 

A drawback to the two-photon laser microscopy 

10 technique disclosed in the 1 613 patent is that its 
applications are limited by the available laser 
technology. In particular, the two-photon 

technique requires use of a laser at specific 
wavelengths, depending upon the application , so 

15 that the sum of energy levels of the two photons 
provides the specific energy level needed to 
generate the desired fluorescent emission . 
Unfortunately, some laser microscopy applications 
would require use of a laser having a wavelength 

20 which is not technologically feasible at the 
present time. For example, excitation of 

chromophores that have very short wavelength 
absorption, such as amino acids and nucleic acids, 
would require a laser having a 540 nm wavelength 

25 using the two-photon technique, and such a laser 
does not exist at the present time. 

Summary Of Invention 

The present invention provides a solution to 
the aforementioned problem through the application 
30 of three or more photon excitation to laser 
scanning fluorescence microscopy and to spatially 
resolved photo-chemical processing, such as caged 
reagent activation for micropharmacology and 
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polymer cross linking for 3-d optical information 
storage ♦ 

Because three-photon induced fluorescence 
obeys a cubic dependence on excitation intensity 
5 and four photon excitation obeys a quartic 
dependence, both provide intrinsic three- 
dimensional resolution in laser scanning 
microscopy. Although such 3-d resolution has 
already been achieved by the nonlinear microscopy 

10 technique based on two-photon excitation disclosed 
in the '613 patent, three-photon excitation 
provides a unique opportunity to excite molecules 
normally excitable in the UV range (230-350 nm) 
with near IR light (700-1100 nm) . Interesting 

15 biomolecules, such as the amino-acids tryptophan 
and tyrosine, the neurotransmitter serotonin and 
nucleic acids, have one-photon absorption peaks at 
approximately 260-280 nm, and fluorescence can be 
excited in these biomolecules by three and four 

20 photon excitation • The advantages of using long 
wavelength, near IR light are possibly less 
photodamage to living cells and conveniently 
available solid state femtosecond laser sources 
for deep UV absorbers. In practice, the 

25 configuration of three-photon laser scanning 
microscopy can be identical to the existing two- 
photon systems. However, because three-photon and 
two-photon absorption spectra are in general quite 
different, the combination of two- and three- 

3 0 photon excited fluorescence microscopy extends the 
useful range of the laser systems currently 
employed in two-photon microscopy. 

A particularly advantageous application of 
three or more photon excitation is the replacement 

35 of excimer lasers for certain applications which 
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require absorption of wavelengths around 200 nm. 
Three and four photon excitation by lasers 
generating much longer wavelengths (say 550-900 
nm) should provide similar energy absorption and 
5 provide 3-d spatial resolution as well. Because 
excimer lasers are extremely expensive and user 
unfriendly, several photon excitation could be 
highly desirable. 

The practicality of the proposed three-photon 

10 microscopy depends crucially on the three-photon 
fluorescence excitation cross-sections of various 
fluorophores and biomolecules . However, very few 
three-photon absorption cross-sections have been 
reported. A simple calculation based on 

15 perturbation theory shows that three-photon 
excitation would typically need <10 times the peak 
intensity currently used with two-photon 
excitation technique to achieve a comparable level 
of excitation. This required intensity level can 

20 be easily accessed by femtosecond laser sources, 
such as the modelocked Ti: sapphire laser. Three- 
photon induced fluorescence of tryptophan and 
serotonin has been observed at excitation 
wavelengths between approximately 8 00 and 900 nm 

25 using a modelocked Ti : sapphire laser. The 
measured fluorescence obeys an expected cubic law 
dependence on excitation intensity. Measurements 
of fluorescence power of the calcium indicator dye 
Fura II at an excitation wavelength (approximately 

30 911 nm) well below the expected three-photon 
excitation optimum, showed that satisfactory 
fluorescence images should be obtainable at only 
-5 times the laser power required for two photon 
excitation of Fura II at its optimum excitation 

35 wavelength (approximately 730 nm) . The estimated 
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three-photon fluorescence excitation cross-section 
from these preliminary results shows that three- 
photon laser scanning microscopy can be done with 
a reasonable level of excitation power. How 
5 widely applicable this approach will be remains to 
be determined. Four-photon excitation may be 
limited by the onset of strong one-photon 
absorption by water above about 100 0 nm. 

Studies of molecular excitation of 

10 fluorescence by three or more photon processes are 
rare because the excitation cross sections have 
been expected to be quite small. Thus, useful 
rates of excitation usually require very high 
instantaneous illumination intensities. A simple 

15 extrapolation of multiphoton cross sections is 
suggested by the pattern of matrix elements 
products in the perturbation theory solutions of 
the quantum mechanics of the dipole transition 
probability for molecular excitation by a 

20 radiation field. Basically, the multiphoton 
processes require three or more photons to 
interact with the molecule (within the cross 
sectional area of a molecule, A-10" 16 cm 2 ) and 
simultaneously (within a time interval determined 

25 by the life times of intermediate states, St -10" 
16 s) . This short coincidence time is limited by 
the large energy uncertainties introduced by the 
perturbation theory energy denominators. 

Fluorescence excitation by several photons 

30 does not significantly increase laser microscopy 
resolution because the longer excitation 
wavelength (for a given fluorophore) decreases 
resolution by about as much as it is increased by 
raising the one-photon point spread function to 

35 the power n for several-photon processes. Were it 
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not for the wavelength factors, the increase in 
resolution of three photon excitation would be 
essentially the same as that incurred by adding an 
ideal confocal spatial filter to two photon 
5 microscopy. 

Recent reports of unexpectedly large three- 
photon cross sections have been found in the 
course of research directed toward enhancing 
optical limiting absorption (which is intended to 

10 provide variable shades for protection of human 
vision from excessively brilliant light flashes) . 
Recently, a three photon absorption cross section 
of about 10" 75 cm 6 s 2 has been reported for 
absorption and fluorescence of 2 , 5-benzothiazo 

15 3 , 4-didecyloxy thiophene in tetrahydrof uran . 

Another recent experiment shows three photon 
excitation of fluorescence from a conjugated 
organic polymer. This process, however, appears 
to involve two excitation states unlike most 

20 fluorescence excitation. Although the conditions 
of these experiments are hardly suitable for laser 
scanning fluorescence microscopy or for most 
microphotochemistry , the large cross sections are 
promising. Note, however, that such large cross- 

25 sections are not essential for three or more 
photon microscopy . 

The excitation wavelength dependence of the 
rate of photodamage to living cells during 
fluorescence microscopy and photo- 

30 micropharmacology is largely unknown and may vary 
greatly for different applications. Empirical 
studies have shown that two-photon excitation 
elicits far less damage than one-photon excitation 
for comparable fluorescence image acquisition. It 

35 is not clear whether further improvement can be 
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made by stepping up to three- or four-photons for 
excitation. With the aid of such knowledge and 
the knowledge of the nonlinear absorption spectra, 
it is conceivable that the optimum excitation mode 
5 can be determined and utilized for each individual 
system in the future. A particularly appealing 
possibility is the use of one laser wavelength to 
induce photochemistry by three photon excitation 
and concurrently two-photon excitation of an 

10 accompanying fluorescence signal- Three-photon 
excitation seems quite likely to become a useful 
enhancement of the existing two-photon excitation 
technique but seems unlikely to replace it. 

Alternatively, for microscopic photochemical 

15 activation, photoablation and optical surgery, the 
photo excitation can be advantageously 
accomplished by multi-photon excitation of 
intrinsic chromophores or even added chromophores 
that have very short wavelength absorption such as 

20 amino acids and nucleic acids. Multi-photon 
excitation allows the selection of more available 
lasers providing subpicosecond pulses at long 
wavelengths and long wavelength light transmission 
to the microscopic focal volume where photo 

25 excitation is desired. 

Brief Description of t he Drawings 

The foregoing and additional features and 
advantages of the present invention will become 
apparent from the following detailed description 
30 of a preferred embodiment thereof, taken in 
conjunction with the accompanying drawings, in 
which : 

FIG. 1 is a diagrammatic illustration of a 
laser scanning microscope utilized in accordance 
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with a preferred embodiment of the present 
invention; and 

FIGs. 2 and 3 are graphs of the average 
fluorescence intensity versus the applied peak 
5 laser flux density obtained utilizing three-photon 
excitation of Fura-2 and Indo-l, respectively. 

Best Mode For Carrying Out The Invention 

Turning now to a detailed description of a 
preferred embodiment of the present invention, 

10 FIG. 1 illustrates in diagrammatic form a 
conventional laser scanning microscope 10 which 
includes three detection alternatives. A 
subpicosecond pulsed laser source 12 provides the 
necessary excitation of a specimen or target 

15 material 14 which is positioned on a movable stage 
or other suitable support 15. The laser 12 may 
be, for example, a colliding pulse, mode-locked 
dye laser or a solid state laser which can 
generate pulses of light having a wavelength in 

20 the red region of the spectrum, for example about 
630 nm, with the pulses having less than 100 fsec 
duration at about 80 MHz repetition rate. Other 
bright pulsed lasers may also be used to produce 
light at different relatively long wavelengths in 

25 the infrared or visible red region of the 
spectrum, for example, to generate the necessary 
excitation photon energies whose sum will equal 
the appropriate absorption energy band required by 
the fluorophores in the specimen. In a single 

30 photon excitation technique, these would be 
excited by absorption of a single photon in the 
spectral region having wavelengths approximately 
one third or one fourth the wavelength of the 
incident light, for three and four photon 
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excitation, respectively. Thus, for example, 
three photons in the visible red region at 945 nm 
would combine to excite a fluorophore which 
normally absorbs light in the ultraviolet region 
5 at 315 nm, while three photons at 1070 nm would 
excite a molecule which absorbs at 3 57 nm in the 
visible light region. 

In a modified form of the invention, the 
single wavelength laser 12 can be replaced by two 

10 or more different long wavelength laser sources so 
that the incident light beam consists of two or 
more superimposed pulsed light beams of high 
instantaneous power and of different wavelengths. 
The wavelengths of the incident beam are selected 

15 to excite a fluorophore which is absorbent at a 
short wavelength which may be described as: 

l/Aabs = l/Xi + X /X 2 + 1 /A3 
where ^abs is the short wavelength of the absorber, 
and ki* A2 and A3 are the laser incident beam 

20 wavelengths for the three wavelength case. 

The laser 12 generates a pulsed output beam 
16 which is scanned by an X-Y scanner 18 
comprising a set of oscillating mirrors, and is 
then focused onto the specimen 14 at a focal point 

25 or volume 19 therein by a pair of eyepiece lenses 
20 and 22, and an objective lens 24. The 
objective lens 1 back aperture is a pivot point for 
the scanned beam so, neglecting aberrations, all 
points in the raster pattern experience equivalent 

30 imaging conditions. The scanner 18 causes 
scanning of the focal point or volume 19 through 
the material 14, thereby causing fluorescence 
excitation of the material 14 at or near the focal 
point or volume 19. 
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Before the output beam 16 is directed into 
the X-Y scanner 18, it undergoes both dispersion 
compensation and pulse diagnostics. One 
complication of femtosecond pulsed illumination is 
5 dispersion. Short pulses tend to be broadened 
when passing through optical materials because 
differing frequency components of the pulse band 
width travel at different speeds within the 
materials. Dispersion compensation for optical 

10 materials is not essential for pulses greater than 
about 120 fsec, as these pulses have a small 
freguency band width (about 4 nm) and thus 
experience little spreading. However, a 700 nm, 
70 fsec pulse is found to be spread about 1.5 

15 times by a good objective lens, and substantially 
more by standard acousto-optical modulators that 
may be used for beam modulation and shutters. 
Pulse broadening reduces the observed fluorescence 
proportionality. In the microscope 10, dispersion 

20 compensation for optical materials is effected by 
a double pass through a pair of glass prisms 26 
and 28 that direct the light so that the higher 
(in general slower) frequencies travel through 
less glass and are thus restored to the 

25 appropriate phase lag. A totally reflecting 
mirror 3 0 is employed to provide the return pass 
through the prisms 2 6 and 28. 

For quantitative measurements , it is 
necessary to know the wavelength and pulse 

3 0 duration of the excitation beam, and thus various 
forms of pulse diagnostics 32 are provided to 
analyze the pulsed output beam 16. For a rough 
monitor of both wavelength and duration, a simple 
monochromator which, in its standard 

35 configuration, provides wavelength measurement, is 
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sufficient. If the output slit is removed and the 
resulting spectrum is sent to a screen or a one 
dimensional detector, the pulse wavelength band 
can be monitored. For a more precise pulse 
5 analysis, the pulse diagnostics 32 can comprise an 
autocorrelator which enables a direct, detailed 
measure of the pulse width and an indication of 
its phase coherence profile. 

The laser microscope 10 also includes first, 
10 second and third dichroic mirrors 34, 36 and 38 
which are employed to split off the fluorescence 
pathway for each of the three detector 
alternatives. The first of these alternatives is 
known as descanned confocal detection. In 
15 confocal detection, the fluorescence beam is 
descanned to form a stationary image plane at a 
pinhole aperture 4 0 placed before a confocal 
photomultiplier tube (PMT) 42. At every position 
in the scan, the point being illuminated in the 
20 sample focuses to, or is confocal to, the aperture 
in the detector plane. A band pass emission 
filter 44 is positioned between the pinhole 
aperture 40 and the first dichroic mirror 34 to 
eliminate undesired frequencies from the detected 
25 signals. 

The second detection technique is known as 
Fourier plane detection in which the objective 
back aperture is focused through a lens 4 6 and a 
band pass emission filter 48 onto a Fourier PMT 50 
3 0 without descanning. Because the back aperture is 
a pivot point in the scan, the fluorescence 
pattern is stationary at the photocathode . 

Finally, the third detection technique is 
known as scanned imaging detection in which the 
35 entire focal plane in the specimen 14 is focused 
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through a band pass emission filter 52 and a 
focusing lens 54 onto an imaging detector 56, such 
as a CCD camera, whose acquisition speed is 
synchronized to the frame scan time. 

The initial choice of detection method may be 
dictated by an existing microscope setup or by the 
microscopy method necessary for the specific 
experiments planned . Each detection scenario 
offers its own particular advantages and 
disadvantages. In all of these detection 

scenarios, the collected fluorescence is extracted 
by an appropriately coated dichroic mirror. 
Because the difference between excitation and 
emission wavelengths is typically much greater 
than the Stokes shift, the dichroic coating need 
not have the usual sharp cut-on between the 
reflection transmission bands . The emission 
filters 44, 48 and 52 are usually standard, 
although they need to be checked for proper 
rejection at the multi-photon excitation 
wavelengths. Because the ratio of the average 
excitation power to the fluorescence power is 
higher in multi-photon laser microscopy than in 
linear microscopies, a higher rejection ratio is 
required. Photomultiplier selection for a red- 
insensitive photoelectron emitter is therefore 
beneficial . 

For multi-photon excitation with more than 
two photons, say with N photons, the number of 
photons absorbed per pulse per fluorophore can be 
written generally as: 




\ 
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where the pre-superscript N designates the number 
of photons simultaneously absorbed in analogy in 
the two photon excitation case where N=2 described 
above. The ratio N n a /< N_1) n a of successive rates 
for the multi-photon absorption process provides 
a useful comparison parameter of the form 



25 







o 1 


N <S A 2 1 




{U ' l) n a (hc/ A ) rf 




10 


Favorable values of the 


expected absorption 




cross sections are 


tabulated 


below. 




Number of (Area) n 
Photons n A n (cm 2n ) 


(coincidence Excitation 
time) 11 " 1 Cross 
(St)* 1 ' 1 Section Units 


15 


1 10" 16 cm 2 


1 


a=10~ 16 cm 2 




2 10" 32 cm 4 

3 10" 48 cm 6 


10~ 17 s 
10' 34 s 2 


*=10" 49 cm 4 (s/ 
photon) 
= 10- 82 cm 6 (s/ 
r photon) 2 


20 


4 10~ 64 cm 8 


10- 51 s 3 


e=10" 115 cm 8 (s/ 
photon) 3 



With these typical values of the multi-photon 
cross sections and the instrument parameters 
described for two-photon excitation above, the 
absorption ratio is unity at about 3 W laser 
power. However, this equal emission power depends 
specifically on the wavelength dependent cross 
sections. Higher ratios US/ U ' 1 S exist for known 
favorable fluorophores and more may be found in 
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research motivated by this invention and by other 
applications of multi-photon absorption. In 
applications to biological cells and tissues, the 
selection of higher order multi-photon excitation 
5 process and optimization of excitation wavelength 
provides a means to select conditions suitable to 
minimize biological photodamage during 
fluorescence microscopy and microscopic activation 
of caged compounds. For multi-photon laser 

10 microscopy or photochemistry the selection of 
higher order multiphoton processes accommodates 
selection of available laser wavelengths* 

With multi-photon excitation with N>2 the 
imaging resolution is improved relative to two- 

15 photon excitation since the microscope point 
spread function, which defines resolution, is 
multiplied by itself to the power N. Thus for 
three-photon excitation the resolution is further 
improved by nearly the same factor as insertion of 

20 an infinitesimal confocal aperture, neglecting 
wavelength factors which do reduce resolution as 
wavelengths increase . 

FIGs. 2 and 3 illustrate the fluorescence 
intensity as a function of the incident photon 

25 flux density for three-photon excitation of Fura-2 
at l.o jim, and Indo-1 with Ca at 1.0 jim, 
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respectively. In both cases, the fluorescence 
intensity increases in proportion to the cube of 
the incident photon flux density, clearly 
indicating three-photon excitation in the test 
5 materials. 

Another advantage of multi-photon excitation 
by three or more photons, is that the favorable 
properties of two photon excitation are further 
enhanced in higher order processes because 
10 dependence of out of focus excitation falls off as 
successively higher powers N of the intensity with 
increasing values of photon order N. 

Since three or more photon excitation in 
accordance with the present invention provides 
15 access by visible or infrared light to excitation 
energies corresponding to single-ultraviolet- 
photon excitation, a whole new class of 
fluorophores and fluorescent indicators becomes 
accessible to three-dimensionally resolved laser 
20 scanning microscopy. Although three or more 
photon cross sections are not yet known for many 
compounds, and different selection rules apply to 
three or more photon absorption, molecular 
asymmetry often allows both odd and even photon 
25 transitions into the same excited state. It has 
been found that effects of excited state symmetry 
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do appear to shift the relative values of odd 
photon and even photon absorption cross section 
peaks. Thus, an absorption peak for two-photon 
absorption sometimes appears at a significantly 
5 shorter wavelength than twice the dominant 
absorption peak for the one-photon process, and 
the wavelength dependence of three-photon 
absorption can resort to a wavelength dependence 
like thrice the one-photon case. Multi-photon 

10 excitation may be particularly strong in the case 
of incoherent multi-step excitation where 
absorption of one energy (say by absorption of 
two-photons) reaches an intermediate state from 
which a subsequent additional photon provides the 

15 energy to reach a state from which fluorescence or 
photochemical activation can occur. 

Now all of the above fluorophores are 
routinely used for imaging fluorescent label 
distributions in living cells with two-photon 

20 excitation. Three-photon excitation of comparable 
fluorescence intensities have been obtained with 
Indo-1, FURA-2, DAPI and darnyl . The three- 

photon absorption cross sections are approximately 
3 <S ~ 2xl0~ 82 cm 6 (S/photon) 2 . Three- and four-photon 

25 excitation of fluorescent amino acids in 
serotonin, norepinepherine and tryptophan have 
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been measured with red light excitation with one- 
photon absorption occurring below 3 00 nxn. The use 
of three- and four-photon excitation by available 
lasers provides an advantage* in microscale 
5 detecting and imaging of scarce neurotransmitters 
and hormones. 

Another application of the present invention 
is as a method for producing microscopically 
localized ablation of tissue or tissue organelles 

10 for their destruction or surgical removal. This 
is accomplished through use of the three or more 
photon absorption either by intrinsic 
chromophores, or by extrinsically provided 
chromophores that label the tissue and provide 

15 first characteristic energies for absorption of 
subpicosecond pulses of laser light providing the 
second characteristic energy which is about an 
integer fraction, i.e., one third, one fourth, 
etc., or less of the first characteristic energy. 

20 Alternatively, the molecules providing the 
necessary fluorescence can be intrinsic tissue 
f luorophores . 

Although the present invention has been 
disclosed in terms of a preferred embodiment, it 

25 would be understood that numerous modifications 
and variations could be made thereto, without 



BNSOOCID: <WO 971 1355A1_I_> 



WO 97/1 1355 PCT/US96/14519 



18 

departing from the scope of the invention as 
defined in the following claims. 
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19 
Claims 

1. A method of microscopy by a three or more 
photon excitation technique of a target material 
containing molecules which are excitable by 
5 photons of a characteristic energy comprising the 
steps of : 

illuminating said material with a beam of 
intense, subpicosecond pulses of laser light 
comprising photons of an energy approximately 1/n 

10 of said characteristic energy, where n equals a 
number of photons to be absorbed by said material 
and is greater than or equal to three; and 

focusing said illumination within said 
material to produce an illumination intensity 

15 sufficiently high to produce molecular excitation 
by simultaneous absorption of at least three of 
said incident illuminating photons. 



2 . The method of claim 1 , wherein said 
material includes cages biologically active 
20 molecules, said illumination intensity being 
sufficient to release caged biologically active 
compounds by simultaneous absorption of n incident 
photons, each of energy equal to approximately 1/n 
of said characteristic energy. 
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3. The method of claim 1, wherein said 
material includes fluorescent molecules, said 
illumination intensity being sufficient to produce 
fluorescence of said material by simultaneous 
5 absorption of n incident photons, each of energy 
equal to approximately 1/n of said characteristic 
energy . 



4, The method of claim 3, wherein said step 
of focusing said illumination further comprises 
focusing said illumination to a small focal volume 
within said material to produce illumination 
intensity sufficiently high only at said focal 
volume to produce molecular excitation by 
simultaneous absorption of said n of said incident 
illuminating photons. 

5* The method of claim 4, further including 
the steps of : 

scanning said beam to scan said focal volume 
through said material; and 
20 detecting the fluorescence produced by said 

material . 



10 



15 



6. The method of claim 1, wherein said 
material is a tissue, and said molecular 
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excitation occurs by simultaneous absorption of at 
least three of said incident illuminating photons 
by intrinsic chromophores , extr insically provided 
chromophores or intrinsic f luorophores within said 
5 tissue. 



7. An apparatus for laser scanning 

fluorescence microscopy of a target material 
including a fluorescent component responsive to 
excitation by photons of a characteristic energy 
10 to produce fluorescence photons, said apparatus 
comprising : 

stage means for receiving said target 
material ; 

at least one source of subpicosecond coherent 
15 light pulses comprised of energy 1/n of said 
characteristic energy, where n is greater than or 
equal to three; 

means for focusing said coherent light pulses 
on said target material, thereby causing said 
20 target material to absorb at least three photons 
and produce said fluorescence photons; 

detector means for detecting said 
fluorescence photon; and 

means for directing said fluorescence photons 
25 to said detector means. 
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8. The apparatus of claim 7, further 
including scanning means for scanning said light 
pulses through said material. 

9. The apparatus of claim 7, wherein said 
5 detector means comprises a confocal 

photomultiplier tube . 

10. The apparatus of claim 7, wherein said 
detector means comprises a Fourier plane detector. 

11. The apparatus of claim 7, wherein said 
10 detector means comprises an imaging detector. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Rastermikroskop mit min- 
destens einer Lichtquelle, mindestens einem Lichtdetek- 
tor und mindestens zwei Objektiven, die mindestens ei- 
nen, vorzugsweise gemeinsamen, Objektpunkt, vor- 
zugsweise gleichzeitig, beleuchten und/oder das von 
ihm ausgehende Licht sammeln, wobei mindestens zwei 
der Objektive nicht auf einer gemeinsamen Achse lie- 
gen. 

Fur die genaue dreidimensionale Erfassung eines 
Punktobjektes oder eines Punktes eines Objekts mit 
einem Mikroskop ist die Auflosung entlang aller drei 
Raumachsen zu verbessern. Dieses kann mittels Vergro- 
Berung der Apertur der Objektive oder/und mittels 
Verkleinerung der Wellenlangen des ein- und/oder aus- 
gehenden Lichts erfolgen. Bisher wurde bei der Ent- 
wicklung von Mikroskopen besonderer Wert auf die 
VergroBerung der Apertur der Objektive gelegt Da- 
durch wird vor allem die Auflosung senkrecht zu der 
Beleuchtungsachse, die ublicherweise als optische Ach- 
se bezeichnet wird, erhoht Aus der technisch-wissen- 
schaftlichen Literatur sind konfokaie Rastermikroskope 
bekannt, die eine Auflosung entlang der optischen Ach- 
se (axiale Auflosung) aufweisen und Bilder mit einer 
deutlich verbesserten Scharfe erzeugen konnen. Ein 
Problem ist, daB Objektive maximal 35% der um die 
optische Achse zentrierten Flache erfassen. Das fuhrt 
dazu, daB die axiale Auflosung bestenfalls dreimal so 
schlecht wie die axiale Auflosung ist. Im allgemeinen ist 
das Verhaitnis groBer. 

Fiir die zusatzliche Erhohung der Auflosung in axialer 
Richtung wurde in der DE-OS 40 40 441 ein doppelkon- 
fokales Rastermikroskop vorgeschlagen, das durch die 
Verwendung eines zweiten Objektivs auf der anderen 
Seite der Objektebene gekennzeichnet ist, wobei beide 
Objektive einen gemeinsamen Objektpunkt gleichzeitig 
beleuchten und/oder das von ihm ausgehende Licht de- 
tektieren. Wird das Objekt iiber die beiden Objektive 
koharent beleuchtet, so wird das Beobachtungsvolumen 
durch Interferenz langs der optischen Achse reduziert. 
Zwei Probleme dieser Methode sind: a) Die Phasendif- 
ferenz im gemeinsamen geometrischen Fokus der Ob- 
jektive ist a priori nicht zu bestimmen, so daB die Licht- 
verteilung zunachst unbekannt ist Vorteilhafterweise 
muB die Phasendifferenz ein ganzzahliges Vielfaches 
von 2ti sein, so daB die Interferenz konstruktiv ist. b) Im 
vorteilhaften Fall der konstruktiven Interferenz im geo- 
metrischen Fokus treten neben dem schmalen Haupt- 
maximum weitere axiale Nebenmaxima auf, so daB au- 
Ber dem abzubildenden Punkt im geometrischen Fokus 
noch andere Punkte erheblich zu dem Signal des dop- 
pelkonfokalen Rastermikroskops beitragen. Aus diesen 
Griinden fiihrt das doppelkonfokale Rastermikroskop 
zunachst nicht zu Bildern mit einer hoheren Auflosung. 

Diese bekannten Rastermikroskope definieren eine 
Objektebene und unterscheiden dadurch von dem erfin- 
dungsgemaBen Rastermikroskop. Sie sind nicht dazu 
geeignet, Licht, das senkrecht zur Beleuchtungsrichtung 
von dem abzubildenden Objektpunkt ausgeht, zu detek- 
tieren. Des weiteren unterscheiden sie sich durch die 
Definition einer optischen Achse und besitzen (im Fall 
des doppelkonfokalen Rastermikroskops) vorzugsweise 
zwei Objektive, die gegeneinander gerichtet und zu die- 
ser optischen Achse und zueinander zentriert sind. 

Das doppelkonfokale Rastermikroskop dient im Ge- 
gensatz zu dem erfindungsgemaBen Rastermikroskop 
zur Verbesserung der Auflosung allein mittels Interfe- 
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renz. Die tatsachliche Verbesserung der Auflosung 
hangt dabei von der Losung der beiden oben genannten 
Probleme ab. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende 
Aufgabe besteht darin, ein Rastermikroskop vorzu- 
schlagen, dessen Auflosung entlang aller drei Raumach- 
sen in etwa gleich ist und das Beobachtungsvolumen 
kleiner als in den bekannten Rastermikroskopen ist. Die 
Aufgabe ist es, das Ziel auch zu erreichen, ohne daB die 
Phasendifferenz des Beleuchtungs- und des Detektions- 
lichts bekannt sind. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch geldst, 
daB bei einem Rastermikroskop der eingangs genann- 
ten Art mindestens zwei Objektive derart angeordnet 
sind, daB sie mindestens einen Objektpunkt gleichzeitig 
beleuchten und/oder das von ihm ausgehende Licht 
sammeln, wobei mindestens zwei der Objektive nicht 
auf einer gemeinsamen Achse Iiegen. 

Zusatzlich konnen wie bei einem doppelkonfokalen 
Rasterlichtmikroskop Interferenzveranderungsmittel 
derart angeordnet sein, daB Licht, das ganz oder teilwei- 
se durch eines der Objektive hindurchgegangen ist, mit 
Licht, das ganz oder teilweise durch eines der anderen 
Objektive hindurchgegangen ist, am Objekt und/oder 
an mindestens einem der Lichtdetektoren koharent 
oder teilweise koharent iiberlagert wird, so daB es inter- 
feriert und eine gezielte Beeinflussung der Interferenz- 
muster durch Interferenzveranderungsmittel moglich 
ist 

Vorzugsweise sind zwei Objektive so angeordnet, 
daB sie auf denselben Objektpunkt fokussiert sind und 
ihre Achsen senkrecht aufeinander stehen. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs- 
form sind drei Objektive so angeordnet, daB sie auf 
35 denselben Objektpunkt fokussiert sind und die Achsen 
zweier Objektive senkrecht aufeinander stehen, wah- 
rend die Achse des dritten Objektivs auf der Achse eines 
der beiden anderen Objektive liegt 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
form sind drei Objektive so angeordnet, daB ihre Ach- 
sen paarweise senkrecht aufeinander stehen. 

GemaB weiterer bevorzugter Ausfiihrungsformen 
sind vier, fQnf oder sechs Objektive so auf einer Kugel- 
oberflache um den gemeinsamen geometrischen Fokus 
und/oder den abzubildenden Punkt angeordnet, daB ih- 
re Achsen beliebige Winkel zueinander einnehmen. 

GemaB weiterer besonders bevorzugter Ausfiih- 
rungsformen sind vier, fiinf oder sechs Objektive senk- 
recht zu den Flachen eines Wurfels angeordnet, in des- 
sen Mine der gemeinsame geometrische Fokus und/ 
oder der abzubildende Objektpunkt liegt 

Vorteilhafterweise haben die Objektive die gleiche 
numerische Apertur oder auch verschiedene. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 
form befindet sich in mindestens einer der Ebenen, die 
zu den Fokalebenen der Objektive optisch konjugiert 
sind, mindestens eine Blende. Eine Blende wird insbe- 
sondere dann vorgesehen, wenn sich die optisch zur 
Fokalebene konjugierte Ebene vor einem Lichtdetektor 
befindet, der das durch die Blende gegangene Licht regi- 
striert, und/oder wenn diese Blende im Beleuchtungs- 
strahl zur Formung der Lichtquelle dient Diese Blende 
ist ublicherweise eine Lochblende. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 
form wird Interferenz bei der Oberlagerung der Be- 
leuchtungslichtstrahlen und/oder bei der Oberlagerung 
der Detektionslichtstrahlen zur Verbesserung der Auf- 
losung ausgenutzt Dabei wird Licht, das ganz oder teil- 
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weise durch eines der Objektive hindurchgegangen ist, 
mit Licht, das ganz oder teilweise durch eines der ande- 
ren Objektive hindurchgegangen ist, am Objekt und/ 
oder an mindestens einem der Lichtdetektoren koha- 
rent oder teilweise koharent uberlagert, so da8 es inter- 
feriert und eine gezielte Beeinflussung der Interferenz- 
muster durch Interferenzveranderungsmittel mogiich 
ist. Hierbei konnen die Objektive, durch die die interfe- 
rierenden Lichtstrahlen gehen, auf der gleichen Achse 
liegen oder auf Achsen, die einen Winkel bilden, der 
kleiner als n ist, liegen. Der Begriff der Objektebene 
verliert in diesem Aufbau seine Ubliche Bedeutung. 

Vorteilhafterweise verandern die Interferenzveran- 
derungsmittel die Interferenzmuster schnell oder auch 
langsam. Insbesondere verandert eine Kompensations- 
vorrichtung die Phasendifferenz zwischen den Licht- 
strahlen, die durch eines der Objektive hindurchgehen, 
und den Lichtstrahlen, die durch ein anderes der Objek- 
tive hindurchgehen, schnell oder auch langsam. 

GemaB einer weiteren besonders bevorzugten Aus- 
fuhrungsform wird die Veranderung der Interferenzmu- 
ster periodisch durchgefiihrt 

Das erfindungsgemaBe Rastermikroskop kann ein 
Fluoreszenzmikroskop sein. Durch geeignete optisch 
aktive Elemente kann die Interferenz von Strahlen, die 
durch verschiedene Objektive fallen, bewirkt oder ver- 
hindert werden. Das erfindungsgemaBe Rastermikro- 
skop kann aber auch ein Mikroskop sein, das mit Streu- 
licht arbeitet. Bei der Beobachtung von Streulicht kon- 
nen geeignete Polarisationsfilter in die Strahlengange 
eingefuhrt werden. Geeignete optische Elemente sind 
beispielsweise Polarisatoren, spektrale Filter und op- 
tisch aktive Elemente, die die Polarisationsrichtung des 
Lichtes verandern. 

Als Lichtquellen sind aile Quellen geeignet, die eine 
ausreichende Intensitat zur Verfugung stellen. Vorteil- 
hafterweise handelt es sich urn Punktlichtquellen bzw. 
Quellen, die sich auf einen Punkt fokussieren lassen. 
Vorteilhafterweise wird bei Fluoreszenzmikroskopie 
ein gepulster oder auch nicht-gepulster Laser einge- 
setzt, der die Zwei- und/oder Mehrphotonenabsorption 
ermoglicht. 

Die Umienkung der Lichtstrahlen in dem Mikroskop 
findet uber geeignete Umlenkelemente statt. Dies sind 
beispielsweise Spiegel, dichroitische Spiegel, Strahitei- 
ler oder optische Fasern. Vorteilhafterweise entfallt in 
der Fluoreszenzmikroskopie bei der Detektion senk- 
recht zu der Beleuchtungsrichtung die Verwendung von 
dichroitischen Spiegeln im Detektionslichtpfad. 

Als Lichtdetektoren sind Photomultiplier gut geeig- 
net, aber auch Detektoren mit raumlicher Auflosung 
und auch andere Empfanger, die Lichtsignale in elektri- 
sche Signale bzw. in elektrisch auswertbare Signale um- 
wandein. 

Die Erfindung wird nun anhand der beigeftigten 
Zeichnungen naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 Eine Darstellung des Prinzips der Beobachtung 
unter einem Winkel zur Beleuchtung. 

Fig. 2 Die schematische Darstellung des Strahlen- 
gangs in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 
form des erfindungsgemaBen Rastermikroskops. 

Fig. 3 Die schematische Darstellung des Strahlen- 
gangs in einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiih- 
rungsforrn des erfindungsgemaBen Rastermikroskops. 

Fig. la stellt die Anordnung der Objektive und die 
Beobachtungsvolumina fur eine bevorzugte Ausfuh- 
rungsform des erfindungsgemaBen Rastermikroskops 
dar, bei dem zwei Objektive 2 und 4, deren Achsen 
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senkrecht aufeinander stehen, urn den Objektpunkt 3 
angeordnet sind. 

Fig. lb stellt die Anordnung der Objektive und die 
Beobachtungsvolumina fur eine bevorzugte Ausfiih- 
rungsform des erfindungsgemaBen Rastermikroskops 
dar, bei dem drei Objektive 2, 4 und 17, von denen zwei 
(2 und 4) senkrecht aufeinander stehen und das dritte 
Objektiv 17 auf einer gemeinsamen Achse mit einem 
der ersten beiden Objektive 2 liegt, urn den Objekt- 
io punkt 3 angeordnet sind. 

Links ist jeweils angegeben, wie die Objektive urn den 
Objektpunkt 3 angeordnet sind. Die Pfeile deuten die 
Lichtwege I und 5 an. In Fig. lb erfolgt demgemaB die 
Beleuchtung uber zwei gegenuberstehende Objektive 2 
15 und 17. Die beiden Teilbeleuchtungsstrahlen sind hier- 
bei koharent und die Phasendifferenz ist so eingesteilt, 
daB sie im geometrischen Fokus konstruktiv interferie- 
ren. 

Die zweite Graphik gibt jeweils das Beleuchtungsvo- 

20 lumen 18 bzw. 22, das langs der Beleuchtungsachse aus- 
gedehnt ist, und die dritte Graphik das Detektionsvolu- 
men 19 bzw. 23, das langs der Detektionsachse ausge- 
dehnt ist, wieder. Die vierte Graphik stellt jeweils die 
Oberlagerung des Beleuchtungs- und des Detektionsvo- 

25 lumens 20 bzw. 24 dar. Rechts wird schlieBIich jeweils 
das resultierende Beobachtungsvolumen 21 bzw. 25 der 
Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Mikroskops 
dargestelh. Je kleiner das Volumen des Ellipsoids ist, 
desto besser ist die Auflosung des Mikroskops. 

30 Wie in Fig. 2 dargestellt wird das Licht der Lichtquel- 
Ie, die vorteilhafterweise ein Laser ist, koilimiert. Das 
Licht des Beleuchtungsstrahls 1 fallt auf das Objektiv 2, 
das es auf den abzubildenden Punkt im Objekt 3 fokus- 
siert. Ein zweites Objektiv 4 ist so angeordnet, daB es 

35 vorzugsweise auf den gleichen Punkt 3 fokussiert ist, 
aber nicht auf einer gemeinsamen Achse mit dem Ob- 
jektiv 2 liegt. Das Objektiv 4 erfaBt das von dem abzu- 
bildenden Punkt 3 ausgehende Licht. Dieses Licht 5 wird 
uber die Linse 6 in die Lochblende 7 fokussiert. Der 

40 Lichtdetektor 8 miBt vorzugsweise die Intensitat des 
durch die Lochblende 7 gelangten Lichts. In dem Licht- 
weg konnen auch Spiegel und/oder andere Umlenkele- 
mente angeordnet sein. 

Das Beleuchtungslicht wird durch das Objektiv 2 fo- 

45 kussiert. Die Intensitatsverteilung im Fokalbereich des 
Objektivs 2 wird durch die Beleuchtungs-Punktver- 
schmierungsfunktion (B-PVF) |hbei(x,y,z)| 2 beschrieben. 
Die B-PVF ist die Punktverschmierungsfunktion (PVF) 
eines konventionellen und die B-PVF eines konfokalen 

so Mikroskops. Die Wahrscheinlichkeit, mit der das von 
dem Fokalbereich ausgehende Licht durch das Objektiv 
4 detektiert wird, beschreibt die Detektions-Punktver- 
schmierungsfunktion (D-PVF) |h d et(x,y,z)| 2 . Die PVF ei- 
nes konfokalen Mikroskops und also auch des erfin- 

55 dungsgemaBen Mikroskops ergibt sich aus dem Produkt 
der B-PVF und der D-PVF. Die raumliche Begrenzung 
der PVF ist ein MaB fur die Auflosung des Mikroskops. 
Durch die Drehung der D-PVF gegen die B-PVF urn 
einen Winkel, der kleiner oder groBer als % ist, wird die 

eo B-PVF mit einer D-PVF multipliziert, die eine wesent- 
lich geringere Ausdehnung langs der Beleuchtungsach- 
se hat. Die Beleuchtungsachse ist die Achse des Objek- 
tivs 2, das zur Beleuchtung verwendet wird. Dadurch 
wird die Ausdehnung der PVF langs dieser Achse deut- 

65 lich geringer als bei den bisher bekannten konfokalen 
Mikroskopen. Die Ausdehnung langs der Achse des Ob- 
jektivs 4 nimmt nur wenig zu, so daB insgesamt das 
Volumen der PVF des Mikroskops abnimmt und auch 
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insgesamt eine Auflosungsverbesserung eintritt. 

Diese Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Mi- 
kroskops besitzt die hochste Auflosung, die ein Fern- 
feld-Lichtmikroskop mit zwei Objektiven ohne die Be- 
nutzung von Interferenz haben kann. Durch die Unab- 5 
hangigkeit von einem Interferenzmuster ist das erfin- 
dungsgemaBe Mikroskop nicht mit der Problematik der 
Phasendifferenz behaftet. Der Begriff der Objektebene 
verliert in diesem Aufbau seine herkommliche Bedeu- 
tung. 10 

Falls Objektrasterung durchgefuhrt wird, befindet 
sich das Objekt auf einem — hier nicht eingezeichneten 
— Tisch, der die vorteiihafterweise beliebige Transla- 
tion und/oder Rotation des Objekts erlaubt. Falls 
Strahlrasterung vorgesehen ist, ist eine — hier nicht 15 
etngezeichnete — Rastereinheit in dem Beleuchtungs- 
strahlengang angeordnet, die den Beleuchtungspunkt 
durch das Objekt bewegt. Gleichzeitig muB auch der 
Detektionspunkt verandert werden, so daB Beleuch- 
tungs- und Detektionspunkt im Objekt unter kontrol- 20 
lierten Bedingungen verandert werden. 

In Fig. 3 ist die schematische Darstellung einer weite- 
ren bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsge- 
maBen Rastermikroskops dargestellt, das die Interfe- 
renz der Beleuchtungslichtstrahlen im abzubildenden 25 
Objektpunkt zur Verbesserung der Auflosung ausnutzt. 

Das Licht 1 wird von dem Strahlteiler 9 in zwei zuein- 
ander koharente Lichtstrahlen aufgespalten. Der nach 
oben abgespaltene Teil des Lichts wird mit Hilfe von 
Spiegeln 13 und 14 oder anderen Umlenkelementen auf 30 
das Objektiv 2 gelenkt. Der nach unten abgespaltene 
Teil des Lichts wird mit Hilfe von Spiegeln 10, 11 und 12 
oder anderen Umlenkelementen auf das Objektiv 17 
gelenkt. Das Objektiv 2 fokussiert das auf es treffende 
Licht auf den abzubildenden Punkt 3 in dem Objekt. Das 35 
zweite Objektiv 17 ist vorzugsweise so angeordnet, daB 
es auf derselben Achse liegt wie das erste Objektiv 2 
und vorzugsweise auf den gleichen Punkt 3 fokussiert 
ist. Ein drittes Objektiv 4 ist so angeordnet, daB es auf 
den gleichen Punkt 3 wie die beiden Objektive 2 und 17 40 
fokussiert ist, aber nicht auf einer gemeinsamen Achse 
mit den beiden Objektiven liegt. Dieses Objektiv 4 sam- 
melt das von dem abzubildenden Punkt 3 ausgehende 
Licht. Dieses Licht 5 wird uber die Linse 6 in die Loch- 
blende 7 gelenkt. Der Lichtdetektor 8 miBt das Signal 45 
des durch die Lochblende 7 gelangten Lichts. In beiden 
Teilbeleuchtungsstrahlengangen sind Kompensations- 
vorrichtungen 15 und 16 angeordnet, die zur Verande- 
rung der Phasendifferenz zwischen den oberen und un- 
teren Teilstrahlen dienen und die Interferenz der Teil- 50 
strahlen im Objekt gewahrleisten. 

Die raumliche Koharenz der Beleuchtung ist durch 
die geeignete Wahl der Lichtquelle gewahrleistet. Im 
Fokalbereich interferieren die Teilbeleuchtungsstrahlen 
zu einer B-PVF |h4Pi(x,y,z)| 2 , die raumlich starker be- 55 
grenzt ist, als die B-PVF in einem herkommlichen Mi- 
kroskop. Ist die Phasendifferenz zwischen den beiden 
Beleuchtungsteilstrahlen im Objektpunkt 3 gleich null 
oder ein ganzzahliges Vielfaches von 2ti, so ist die Inter- 
ferenz konstruktiv und die B-PVF hat ein Maximum im 60 
Objektpunkt 3. Die B-PVF weist aber mehrere Neben- 
maxima langs der Beleuchtungsachse auf, die die Auflo- 
sung herabsetzen. Das erste Intensitatsmaximum von | 
h4Pi(x,y,z)| 2 liegt etwa eine halbe Wellenlange vom abso- 
luten Intensitatsmaximum im Brennpunkt entfernt. Die- 65 
se Nebenmaxima werden aber nun durch eine Detek- 
tion unter einem Winkel von vorteiihafterweise n/2 ef- 
fektiv unterdruckt, da die Ausdehnung der D-PVF langs 



der Beleuchtungsachse sehr klein ist. Dadurch hat die 
PVF des erfindungsgemaBen Mikroskops eine axiale 
Ausdehnung, die im wesentlichen durch die des Haupt- 
maximums der B-PVF |h4Pi(x,y,z) 2 bestimmt wird. Dies 
bedeutet, daB die Auflosung im erfindungsgemaBen Mi- 
kroskop substantiell verbessert wird. 

Bezugszeichenliste 

Zeichnung zur Zusammenfassung und Zeichnung 2 

1 Beleuchtungsstrahl 

2 Beleuchtungsobjektiv 

3 Objektpunkt 

4 Detektionsobjektiv 

5 Detektionsstrahl 

6 Linse 

7 Blende 

8 Lichtdetektor 



Zeichnung 1 

a) Ausfiihrungsform mit zwei Objektiven 

b) Ausfiihrungsform mit drei Objektiven 

Jeweils von links nach rechts: 

Anordnung der Objektive; Beleuchtungsvolumen; De- 
tektionsvolumen; Uberlagerung von Beleuchtungs- und 
Detektionsvolumen; resultierendes Volumen 

Zeichnung 3 

1 Beleuchtungsstrahl 

2 Beleuchtungsobjektiv 

3 Objektpunkt 

4 Detektionsobjektiv 

5 Detektionsstrahl 

6 Linse 

7 Blende 

8 Lichtdetektor 

9 Strahlteiler 
10— 14 Spiegel 

15, 16 Interferenzveranderungsmittel 
17 Beleuchtungsobjektiv. 

Patentanspriiche 

1. Mikroskop mit mindestens einer Lichtquelle, 
mindestens einem Lichtdetektor und mindestens 
zwei Objektiven, die mindestens einen Objekt- 
punkt beleuchten und/oder das von ihm ausgehen- 
de Licht sammeln, dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens zwei der Objektive nicht auf einer ge- 
meinsamen Achse Hegen. 

2. Mikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Objektive mindestens einen Ob- 
jektpunkt gleichzeitig beleuchten und/oder das von 
ihm ausgehende Licht sammeln. 

3. Mikroskop nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Objektive mindestens einen 
gemeinsamen Objektpunkt beleuchten und/oder 
das von ihm ausgehende Licht sammeln. 

4. Mikroskop nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
Interferenzveranderungsmittel derart angeordnet 
sind, daB Licht, das ganz oder teilweise durch eines 
der Objektive hindurchgegangen ist, mit Licht, das 
ganz oder teilweise durch ein anderes der Objekti- 
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ve hindurchgegangen ist, am Objekt und/oder an 
mindestens einem der Detektoren koharent oder 
teilweise koharent uberlagert wird, so daB es inter- 
feriert und eine gezieite Beeinflussung der Interfe- 
renzen moglich ist 5 

5. Mikroskop nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB an dem abzubildenden Objektpunkt 
und/oder an mindestens einem der Lichtdetektoren 
zumindest zeitweise konstruktive Interferenz auf- 
tritt . 10 

6. Mikroskop nach mindestens einem der vorhen- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB zwei 
Objektive so angeordnet sind, daB sie auf densel- 
ben Objektpunkt fokussiert sind und ihre Achsen 
senkrecht aufeinander stehen. 15 

7. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB zwei 
der mindestens drei Objektive eine gemeinsame 
Achse haben. 

8. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 20 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB drei 
Objektive so angeordnet sind, daB ihre Achsen 
paarweise senkrecht aufeinander stehen. 

9. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB drei, 25 
vier, funf oder sechs Objektive so auf einer Kugel- 
oberflache um den gemeinsamen geometrischen 
Fokus und/oder den abzubildenden Punkt ange- 
ordnet sind, daB ihre Achsen beliebige Winkel zu- 
einander einnehmen. 30 

10. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB vier, 
funf oder sechs Objektive senkrecht zu den Flachen 
eines Wurfels angeordnet sind, in dessen Mine der 
gemeinsame geometrische Fokus und/oder der ab- 35 
zubiidende Objektpunkt liegt 

1 1. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri - 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Objektive die gieiche numerische Apertur oder 
auch verschiedene numerische Aperturen haben. 40 

12. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB sich 
in mindestens einer Ebene, die zu einer der Fokal- 
ebenen der Objektive optisch konjugiert ist, minde- 
stens eine Blende befindet. 45 

13. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Interferenzveranderungsmittei an dem abzubilden- 
dem Objektpunkt und/oder an mindestens einem 
der Detektoren eine Oberlagerung koharenter 50 
oder teilweise koharenter Lichtstrahlen ermogiicht, 
die jeweils durch verschiedene Objektive getreten 
sind. 

14. Mikroskop nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Kompensationsvorrichtung an 55 
dem abzubildendem Objektpunkt und/oder an min- 
destens einem der Detektoren zumindest zeitweise 
konstruktive Interferenz der Lichtstrahlen hervor- 
ruft. 

15. Mikroskop nach mindestens einem der vorhen- eo 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Veranderung der Interferenzen durch die Interfe- 
renzveranderungsmittei schnell oder auch langsam 
durchgefuhrt wird. 

16. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 55 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Veranderung der Interferenzen periodisch durch- 
gefuhrt wird. 



17. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Signalauswertung zumindest teilweise mit einem 
Computer erfolgt. • 

18. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB min- 
destens eine Ariordnung von optischen Elementen 
zur Veranderung der Amplitude und/oder der Po- 
larisation und/oder des Frequenzbereichs und/oder 
anderer Eigenschaften des Lichts in den Beleuch- 
tungs- und/oder den Detektionsstrahlengangen 
vorgesehen sind. 

19. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB es als 
Fluoreszenzmikroskop oder als Mikroskop zur Be- 
obachtung von Streu- oder Reflexionslichts ver- 
wendet wird- 

20. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Lichtquelle eingesetzt wird, die Mehrphotonenab- 
sorption ermogiicht, insbesondere ein Laser, der 
Zweiphotonenabsorption ermogiicht. 

21. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
zu einer der Fokalebenen konjugierten Blenden 
entfernt und/oder ausgetauscht und/oder in ihrer 
Offnung variiert und/oder parallel und/oder senk- 
recht zu dem Lichtweg verschoben werden konnen. 

22. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Beleuchtungs- und/oder Detektionslicht durch op- 
tische Fasern gelenkt wird. 

23. Mikroskop nach mindestens einem der vorheri- 
gen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB zu- 
satzlich optische Elemente mit mindestens einem 
Lichtdetektor angeordnet sind, insbesondere um 
zusatzliche Bilder, beispielsweise mit doppelkonfo- 
kaler oder herkommlich konfokaler oder konven- 
tioneller Auflosung zu erhalten. 
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Verfahren und Vorrichtunq zur Ob j ektabbildung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Ob j ektabbildung mit 
hohem raumlichen Auflosungsvermogen, insbesondere ein licht- 
mikroskopisches Abbildungsverf ahren, und Vorrichtungen zur 
Durchfiihrung eines derartigen Verf ahrens . 

Das Auf losungsvermogen optischer Abbildungssysteme wird oft 
entscheidend durch die ob j ektseitige Apertur einer Objek- 
tivlinse und deren Brechzahl bestimmt . Von einem Objekt aus- 
gehendes Licht kann nur erfasst werden, wenn es innerhalb des 
Akzeptanzwinkels des Objektivs auf dieses trifft. Je hoher 
das Auf losungsvermogen ist, desto hohere Orts- Oder Raumf re- 
quenzen der abzubildenden Ob j ektstruktur konnen erfasst wer- 
den. Die Erfassung der Raumf requenzen wird durch die lichtop- 
tische Trans f erf unktion oder Modulationsiibertragungsf unktion 
(im Folgenden: OTF) des optischen Systems beschrieben. Die 
OTF gibt an, welche Raumf requenzen, aus denen sich das Objekt 
mitt els Fouriertrans format ion zusammengeset zt konstruieren 
lasst, bei der optischen Abbildung erhalten bleiben, bzw. wie 
Raumf requenzanteile geschwacht werden. Das Auf losungsvermogen 
des optischen Systems (z. B. eines Lichtmikroskops ) ist durch 
den Bereich bestimmt, in dem die OTF des Systems nicht ver- 
schwindet. Verschwindet die OTF in Abschnitten des reziproken 
Raumes vollstandig, so ist es unmoglich, ohne zusatzliche An- 
nahmen iiber die Ob j ektstruktur (z. B. raumliche Beschrankt- 
heit, Positivitat) die entsprechenden Raumf requenzen in einer 
Ob j ektabbildung zu rekonstruieren . Es besteht allgemein ein 
Interesse an der Ausdehnung der OTF auf einen moglichst gro- 
Ben Bereich im reziproken Raum, urn die Auflosung des opti- 
schen Systems zu erhohen. 
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Herkommliche Verfahren zur Erhohung des Auf losungsvermogens 
sind insbesondere auf eine geeignete Wahl der Ob j ektbeleuch- 
tung gerichtet. So wird bspw. beim konfokalen Mikroskop mit 
einem f okussierten Lichtstrahl das Obj ekt von einer Seite 
moglichst punktweise beleuchtet und gleichzeitig abgetastet 
(gescannt) , wobei oft die Detektion mittels einer Blende auf 
einen kleinen Bereich des Obj ekt s begrenzt wird (siehe z . B . 
US-A 4 631 581) - 

Bei dem in EP 0 491 289 beschriebenen 4Pi-Mikroskop wird von 
beiden Objektseiten koharent beleuchtet und je nach Ausfiih- 
rung auch detektiert. Beim Wellenf eldmikroskop wird iiblicher 
weise mit koharenten ebenen Lichtwellen von gegeniiberliegen- 
den Seiten beleuchtet (siehe z. B. US-A 4 621 911; F. Lanny 
et al. in „Bioimaging" , . Band 1, 1993, Seite 187 ff.; US-A 5 
801 881) . Beim I 5 M-Mikroskop wird sowohl koharent von beiden 
Seiten beleuchtet, als auch koharent detektiert, indem die 
beiden Bilder des Obj ekt s auf einem ortsauf losenden Detektor 
zur Interferenz gebracht werden (siehe US-A 5 671 085; M.G.L 
Gustafsson et al- in ^Proceedings of SPIE", Band 2655, 1996, 
Seite 62 ff.). Von E.H.K. Stelzer et al . in „Opt. Commun" 
Band 111, 1994, Seite 536 ff. und S. Lindeck et al. in „Hand 
book of Biological Conf ocal Microscopy" , Herausgeber J. B . 
Pawley, Plenum Press, New York 1995, Kapitel 26, Seite 417 
ff ; wird ein Theta-Mikroskop beschrieben, bei dem Licht von 
drei Seiten detektiert wird, wobei mit konfokaler oder 4Pi- 
ahnlicher Beleuchtung gearbeitet wird. Da bei der seit lichen 
Detektion in der Objektebene die Auflosung entlang der opti- 
schen Achse der Beleuchtung besonders groli ist, erhalt man 
insgesamt ein verkle inert es Fokusvolumen . 

Es ist auch bekannt , in stereomikroskopischen Oberf lachento- 
pographie-Verf ahren eine raumlich variierende Beleuchtung- ( z 



B. sinus-f ormig variierend) zu verwenden . Durch Verrechnung 
der gemessenen Bilder kann auf die Oberf lachenstruktur des 
Objekts riickgeschlossen werden (siehe z. B. US-A 4 525 858; 
R. Windecker et al. in ^Optical Engineering", Band 36, 1997 , 
Seite 3372 f f . ) . 

Ein Verfahren zur hochauf losenden dreidimensionalen Bildge- 
bung durch Erf as sung optischer Schnitte des Obj ekts ahnlich 
zur konfokalen Mikroskopie ist in WO 97/31282 beschrieben. Es 
basiert auf der Aufnahme mehrerer Bilder mit jeweils unter- 
schiedlichen Mustern aus Beleuchtungslochblenden und zugeho- 
rigen Detektionslochblenden . Durch geeignete Rekonstruktions- 
verfahren lasst sich aus den auf genommenen Daten ein Bild be- 
rechnen, das dem eines konfokalen Mikroskops Equivalent ist. 
Dieses Verfahren wird auch als „Aperture Correlation Micros- 
copy" bezeichnet (siehe auch R. Juskaitis et al , in „Nature w 
Band 383, 1996, Seite 804 ff., T. Wilson et al - in procee- 
dings of the SPIE", Band 2984, 1997, Seite 21 ff.). Aus WO 
98/45745 ist ein Verfahren bekannt, das auf der Beleuchtung 
unter Abbildung eines Beugungsgitters oder mit zwei interfer- 
rierenden Laserstrahlen beruht (siehe auch T- Wilson et al . 
in „Cell Vision", Band 4, 1997, Seite 231 ff . ) . In der Publi- 
kation von R. Heintzmann et al. in ^Proceedings of SPIE" Band 
3568, 1999, Seite 185 ff. wird ein ahnliches Verfahren zur 
lateralen Erhohung des Auf losungsvermogens eingesetzt. 

Die herkommlichen Techniken besitzen die folgenden Nachteile. 
Die Abbildungsverf ahren sind mit einem relativ grofien techni- 
schen Auf wand verbunden. So ist insbesondere bei den 4Pi-, 
I 5 M- und Theta-Mikroskopen die Justierung besonders schwie- 
rig. Die Verfahren sind aufterdem nur schwer zu realisieren, 
da sie lediglich mit groftem Aufwand in vorhandene Mikro- 
skopsysteme integrierbar sind. Beim Wellenf eldmikroskop ist 
es ein groiies Problem, dass die OTF in axialer Richtung Be- 
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reiche aufweist, an denen sie verschwindet . Aufierdem liefert 
das Wellenf eldmikroskop bzw. das 4Pi-Mikroskop in lateraler 
Richtung, verglichen mit der herkommlichen Epi-Fluoreszenz- 
Mikroskopie bzw. der konfokalen Fluoreszenz-Mikroskopie, kei- 
nen Auf losungsgewinn . 

Des Weiteren sind viele Verfahren ( insbesdndere die konfokale 
Laserscanning-4Pi- und Theta-Mikroskopie) mit einem punktwei- 
sen Abrastern des Objekts verbunden. Dies ist zeitauf wendig 
und vor all em bei der Bildgebung zeitabhangiger Vorgange pro- 
blematisch. Abtastende Verfahren benotigen sehr schnelle De- 
tektoren (z. B. Photomultiplier ) , die jedoch gegenuber lang- 
sameren Detektoren mit Ortsauf losung (z. B. CCD's) oft eine 
deutlich niedrigere Detektionsef f izienz besitzen. Bei der 
Fluoreszenz-Mikroskopie kommt noch erschwerend hinzu, dass 
die sinnvolle Beleuchtungsstarke durch die maximale Anre- 
gungsrate der Farbstoffe im Fokus beschrankt ist. Dies be- 
grenzt die maximale Abtastgeschwindigkeit zusatzlich. 

Es sind auch mikroskopische Abbildungsverf ahren auf der Basis 
nicht-linearer Effekte bekannt. So wird bspw. in US-A-5 034 
613, US-A-5 777 732, US-A-5 828 459 und US-A-5 796 112 die 
sog. Mehrphotonen-Mikroskopie beschrieben. Der konfokale Ef- 
fekt wird dabei durch die gleichzeitige Absorption mehrerer 
Photonen an bestimmten Objektorten erzielt. Andere Techniken 
basieren auf der stimulierten Emission (siehe US-A-5 731 588, 
DE-OS 4 4 16 558) oder dem Entvolkern des Grundzustandes von 
Fluoreszenz-Molekulen, indem diese gezielt in den langerlebi- 
gen Triplett zustand gepumpt werden (siehe S.W. Hell et al- in 
^Applied Physics , Band 60, 1995, Seite 495 ff.)- 

Mit den Verfahren auf der Grundlage nicht-linearer optischer 
Effekte konnte bisher keine erhebliche Erhohung des Auflo- 
sungsvermogens erreicht werden. Dies hangt insbesondere damit 
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zusammen, dass zur Erzielung von Mehrphotonen-Absorptionen 
die einzelnen Photonen relativ geringe Energien und somit 
grolie Wellenlangen besitzen miissen. Auiierdem ist die Ubertra- 
gungseffienz bei hohen Raumf requenzen im Allgemeinen sehr 
schlecht, weil typischerweise nur ein sehr kleiner Teil des 
Beleuchtungsmusters hohe Raumf requenzen enthalt. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein verbessertes Abbil- 
dungsverf ahren mit einem hohen Auf losungsvermogen anzugeben. 
Das Verf ahren soli insbesondere die o. q, Nachteile herkomm- 
licher Mikroskopie-Verf ahren iiberwinden, mit einem verein- 
fachten technischen Aufwand realisierbar sein, eine schnelle 
Bildaufnahme auch zeitabhangiger Vorgange erlauben und mit 
herkommlichen optischen Systemen kompatibel sein. Das erf in- 
dungsgemaiie Verfahren soil des Weiteren ermoglichen, bekannte 
mikroskopische Verfahren unter Beibehaltung ihrer jeweiligen 
Vorteile so zu erweitern, dass das Auf losungsvermogen zusatz- 
lich gesteigert wird. Die Aufgabe der Erfindung ist es auch, 
ein optisches System zur Durchfiihrung derart verbesserter 
Verfahren anzugeben . 

Diese Aufgabem werden durch ein Verfahren und ein optisches 
System mit den Merkmalen gemaii den Patentanspriichen 1 bzw. 14 
gelost. Vorteilhafte Ausf uhrungsf ormen und Verwendungen der 
Erfindung ergeben sich aus den abhangigen Anspriichen. 

Die Grundidee der Erfindung ist es, zur Gewinnung einer Ob- 
j ektabbildung (Bild einer Ob j ektstruktur ) mindestens zwei 
Teilbilder eines Objekts unter jeweils verschiedenen Objekt- 
bedingungen aufzunehmen, die am Objekt mit raumlichen Mustern 
ausgebildet sind, wobei jeweils fur einen Objektpunkt eine 
nicht-lineare Abhangigkeit des vom Objektpunkt her detektier- 
ten Lichtes von den am Objektpunkt gegebenen Objektbedingun- 
gen besteht und die Teilbilder unterschiedliche Beitrage ver- 



schiedener Raumf requenzanteile der Ob j ektstruktur enthalten, 
und aus den Teilbildern durch Rekonstruktion der Raumfre- 
quenzanteile die gewiinschte Ob j ektabbildung zu gewinnen. Die 
Einstellung von Ob j ektbedingungen mit verschiedenen raumli- 
chen Mustern zur Erfassung der verschiedenen Teilbilder be- 
sitzt den Vorteil, dass virtuell nieder- und hoherf requente 
Raumf requenzanteile im Muster der Ob j ektbedingungen erzeugt 
werden, an die die Raumf requenzanteile der Ob j ektstruktur ge- 
koppelt sind. Durch diese Kopplung werden die Raumf requenzan- 
teile der Ob j ektstruktur in Bezug auf das Raumf requenzinter- 
vall verschoben, das entsprechend der lichtoptischen Trans- 
ferfunktion (OTF) fur eine Bilderf assung of fen ist. Aus den 
Teilbildern kann die vollstandige Ob j ektabbildung mit einem 
entsprechend erwe iter ten Raumf requenzbereich rekonstruiert 
werden. 

Durch Ausnutzung eines nicht-linearen Zusammenhangs zwischen 
vom Objekt ausgehenden Licht und dem lokalen, ob j ektpunktbe- 
zogenen Wert einer weiteren raumlichen veranderlichen Grofie 
(z. B. der lokalen Einstrahlungs- oder Beleuchtungsintensi- 
tat) lasst sich der vom Gesamtsystem effektiv iibertragene 
Raumf requenzbereich betrachtlich erweitern. Durch lokale Va- 
riation der Einf lussgrofte und die Aufnahme mehrerer Teilbil- 
der lasst sich eine Ob j ektabbildung rekonstruieren, deren 
Auflosung aufgrund der Nicht-Linearitat fundamental hoher als 
die durch das Abbe-Limit gegebene Auflosung ist. Zur Erzeu- 
gung nicht-linearer Effekte konnen verschiedene Moglichkeiten 
anwendungsabhangig gewahlt werden. Ebenfalls ist die Gewin- 
nung der Ob j ektabbildung aus den Teilbildern anwendungsabhan- 
gig mit verschiedenen Arten der Datenauswertung moglich. 

Ein wichtiges Merkmal der Erfindung ist die Einstellung vor- 
bestimmter Ob j ektbedingungen mit verschiedenen raumlichen Mu- 
stern. Am Objekt werden entsprechend dem jeweiligen Muster 



7 



punktweise Ob j ektbedingungen eingestellt, von denen das er- 
fasste Licht nicht-linear abhangig ist. Gemaii einer ersten 
Ausf iihrungsf orm der Erfindung ist die Einstellung vorbestimm- 
ter Ob j ektbedingungen die Bildung eines raumlichen Musters 
mindestens einer Ob j ektbedingung, von der die erfasste Licht- 
menge jeweils nicht-linear abhangig ist. Gemafl einer abgewan- 
delten Ausf iihrungsf orm der Erfindung umfasst die Einstellung 
vorbestimmter Ob j ektbedingungen die Erzeugung eines raumli- 
chen Musters von mindestens zwei verschiedenen Ob j ektbedin- 
gungen, wobei eine Abhangigkeit der erfassten Lichtmenge von 
einer multiplikativen Verkniipfung der Ob j ektbedingungen und 
eine lineare Oder eine nicht-lineare Abhangigkeit der erfass- 
ten Lichtmenge von jeder der Ob j ektbedingungen besteht. All- 
gemein wird von einer multi-linearen Abhangigkeit des erfass- 
ten Lichtes (z. B. der erfassten Lichtintensitat oder Licht- 
phase) gesprochen. 

Die Zahl der Teilbilder ist abhangig von der Zahl der bei der 
Bildrekonstruktion mefibaren und anwendungsabhangig zu beriick- 
sichtigenden Raumf requenzanteile im Muster des vom Objekt 
ausgesandten Lichtes, Diese Zahl ist insbesondere von der 
verwendeten Ob j ektbedingung zur Einfiihrung der Nicht- 
Linearitat und von der Qualitat des realisierten Abbildungs- 
verfahrens abhangig. Betragt die Anzahl der genannten Raum- 
f requenzanteile Z, so sind in der Regel mindestens Z Teilbil- 
der aufzunehmen. Es kann aber fallabhangig auch ausreichend 
sein, weniger Teilbilder aufzunehmen, wenn geniigend Informa- 
tionen zur Rekonstruktion der Ob j ektabbildung vorliegen. Die 
Zahl der Teilbilder wird fest eingestellt oder automatisch in 
Abhangigkeit von der Qualitat der gewonnenen Ob j ektabbildung 
und/oder manuell vom Nutzer des optischen Systems einge- 
stellt. 
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Das erf inching sgemaiie Verfahren umfafit insbesondere die fol- 
genden Schritte: (a) Anpassung der im Objekt herrschenden Be 
dingungen, die das von einem Objektpunkt ausgehende Licht zu 
beeinflussen imstande sind derart, dafi eine nicht-lineare Ab 
hangigkeit der von einem Objektpunkt detektierten. Lichtinten 
sitat von dem Wert eines in mindestens einer Ob j ektbedingung 
enthaltenen raumlichen Musters in mindestens einem detektier 
ten Wert hervorgeruf en wird oder eine jeweils zu einem Wert 
lineare Abhangigkeit der von diesem Objektpunkt detektierten 
Lichtintensitat von den Werten mindestens zweier raumlicher 
Muster hervorgeruf en wird, (b) Aufzeichnung mindestens eines 
Einzelbildes unter diesen Ob j ektbedingungen, (c) Andern der 
Ob jektbedingungen derart , daii unterschiedliche durch das Auf 
nahmeverf ahren abgebildete Raumf requenzanteile des Objekts 
sich in ihrer Amplitude und/oder Phasenbeziehung zueinander 
verandern, (d) Aufzeichnung wenigstens eines weiteren Einzel 
bildes unter jeweils gemali (c) veranderten Ob jektbedingungen 
und (e) Auswertung der gemessenen Bilder, indem die sich in 
den Einzelbildern unterschiedlich auspragenden Ob jektbedin- 
gungen genutzt werden, urn Inf ormationen iiber das Objekt zu- 
riickzugewinnen, die zu Raumf requenzen des Objekts gehoren, 
welche durch eine einfache Abbildung mit dem Auf nahmeverf ah- 
ren nicht zuganglich waren. 

Ein erf indungsgemaftes optisches System zur Ob j ektabbildung 
zeichnet sich insbesondere durch einen Mustergenerator, der 
zur Einstellung und Veranderung vorbestimmter raumlicher Mu- 
ster von Ob j ektbedingungen eingerichtet ist, von denen das 
von einem Objekt detektierte Licht nicht-linear abhangig ist 
und einen Bildgenerator zur Rekonstrukt ion der Ob j ektabbil- 
dung aus den erfassten Teilbildern aus . 

Die Erfindung besitzt die folgenden Vorteile. Die Gewinnung 
von Obj ektabbildungen ist relativ einfach realisierbar . Die 
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Justierung des optischen Systems beschrankt sich auf einen 
minimalen Jus tierungsauf wand . Die Erfindung kann durch Nach- 
riistung bestehender Abbildungssysteme implementiert werden. 

Von besonderem Vorteil ist, dass hohe Raumfrequenzen, die in 
Abbildungsobjektiven ggf . stark unterdruckt werden, nun durch 
die Verschiebung im Frequenzraum effizienter detektiert wer- 
den konnen. Zusatzlich zum lateralen Auf losungsgewinn ergibt 
sich auch ein axialer Auf losungsgewinn und die Moglichkeit, 
zur optischen Achse senkrecht stehende Ebenen in axialer 
Richtung zu diskriminieren . Damit liefert die Erfindung vor- 
teilhafte Verwendungen wie die Konf okalmikroskopie . Auch in 
axialer Richtung ergibt sich bei Ausnutzung der nicht- 
linearen Abhangigkeit der erfassten Lichtmenge von den Ob- 
jektbedingungen die Moglichkeit zu einem erheblichen Auf lo- 
sungsgewinn . 

Die Erfindung ist mit Vorteil in Kombination mit herkommli- 
chen Abbildungsverf ahren, insbesondere Mikroskopieverfahren, 
anwendbar. Dies betrifft insbesondere die o. g. Techniken und 
die Absorptionsmikroskopie, die Ref lektionsmikroskopie, die 
ortsauf geloste Abbildung von Fluoreszenzlebensdauern (sog. 
^Fluorescence Lifetime Imaging 1 * ) , die Mehrphotonenmikrosko- 
pie, Interf erenzmikroskopie, Konf okalmikroskopie usw. . 

Das erf indungsgemafte Abbildungsverf ahren besitzt eine hohe 
Geschwindigkeit der Bildauf nahme . Die Bildgebung kann z. B. 
mit einer CCD-Kamera an alien Obj ektpunkten in der Bildebene 
gleichzeitig erfolgen und ist daher deutlich schneller mog- 
lich, als bei abtastenden Verf ahren . 

Die Erfindung ist unter Verwendung der verschiedenartigsten 
nicht-linearen Effekte realisierbar - Bspw. kann in einem 
Fluoreszenzmikroskop die Beleuchtung mit einer derartigen. In- 
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tensitat erfolgen, dass Fluoreszenzf arbstof f e im Objekt ge- 
sattigt werden. Dies ermoglicht auch, verschiedene Farbstoffe 
oder Farbstoffe in verschiedenen Umgebungen (z. B. in ver- 
schiedenen Bindungsgzustanden) , die sonst schlecht zu unter- 
scheiden waren, aufgrund verschiedener nicht-linearer Eigen- 
schaften ( Sattigungseigenschaf ten) zu diskriminieren . 

Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden im 
Folgenden aus der Beschreibung der beigefiigten Zeichnungen 
ersichtlich. Es zeigen: 



Figur 1 eine Illustration der Ob j ektbeleuchtung im 

reziproken Raum bei sinusf ormiger Beleuch- 
tung mit geringer Intensitat, 

Figur 2 eine Illustration der Ob j ektbeleuchtung im 

reziproken Raum bei einem nicht-linear ver- 
zerrten Anregungsmuster, 

Figur 3 eine Blockdarstellung eines erfindungsgema- 

Ben optischen Systems, 

Figur 4 Einzelheiten eines optischen Systems gemaii 

einer ersten Ausf iihrungsf orm der Erfindung, 



Figur 5 Einzelheiten eines optischen Systems gemafl 

einer weiteren Ausf iihrungsf orm der Erfin- 
dung, 

Figuren 6 und 7 Simulationsergebnisse zur Illustration eines 

erf indungsgemaiJen Verf ahrens , 

v 

Figur 8 eine Kurvendarstellung zur Illustration des 

lateralen Auf losungsvermogens , 
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Figur 9 eine Kurvendarstellung der effektiven Ge- 

samt-OTF eines erf indungsgemaften optischen 
Systems (mit Rekonstruktion) , und 

Figur 10 Beispiele vom Ob jektabbildungen . 

Die Erfindung wird im Folgenden zunachst anhand der theoreti- 
schen Grundlagen und anschliefiend an verschiedenen Beispielen 
erlautert. Die Erfindung ist nicht auf die gegebenen Ausfuh- 
rungsbeispiele beschrankt. Insbesondere im Rahmen der folgen- 
den Begrif f sbestimmung sind abgewandelte Ausfiihrungsf ormen 
unter entsprechend variierten Ob j ektbedingungen anwendungsab- 
hangig realisierbar . 

Der bei einer optischen Abbildung zu erfassende Gegenstand 
oder Teilabschnitte des Gegenstands werden im Folgenden all- 
gemein als „Objekt" bezeichnet. Objekte sind insbesondere al- 
le Formen von biologischen oder synthetischen Proben, wie sie 
mit herkommlichen Abbildungsverf ahren und ortsauf losenden 
Analyseverfahren, insbesondere Mikroskopie und Spektroskopie- 
Verf ahren, untersucht werden. Anwendungen ergeben sich z. B. 
in der Biologie, Medizin, Chemie, Halbleitertechnik, Einzel- 
molekulspektroskopie u. dgl.. Das Objekt kann fest r flussig 
oder auch gasformig sein. 

Unter „Obj ektbedingungen" werden allgemein alle Parameter 
und/oder Bedingungen am Ort des Objektes verstanden, mit de- 
nen eine oder mehrere Eigenschaf ten des vom Objekt ausgehen- 
den Lichtes beeinf lussbar sind. Zu diesen Eigenschaf ten zah- 
len insbesondere die Intensitat, der Polarisationszustand, 
die Phase, die Farbe, die Pulsform, die Pulslange, der Koha- 
renzgrad, die Photonenkorrelation und dergleichen. Objektbe- 
dingungen konnen inharente physikalische oder chemische Ei- 
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genschaften des Objekts, wie z. B. eine bestimmte stoffliche 
Zusammensetzung, eine Temperaturverteilung oder eine Druck- 
verteilung, oder von aulien aufgepragte Parameter, wie z. B. 
die Beleuchtungsintensitat auf der Ob j ektoberf lache oder im 
Objekt, umfassen. 

Die Ausbildung der Objektbedingungen mit einem raumlichen Mu- 
ster bedeutet, dafi die Objektbedingungen mit einer bestimmten 
Ortsabhangigkeit beschrieben werden konnen. Das Muster kann 
durch eine Struktur (z. B. ein Punkt- oder Strichmuster) cha- 
rakterisiert sein oder auch strukturlos sein (fur alle Ob- 
jektpunkte gelten die gleichen Objektbedingungen) . Die Auf- 
nahme von Teilbilder unter verschiedenen Objektbedingungen 
bedeutet, daft zwischen den Aufnahmen das Muster an sich (z. 
B. mit einem DMD-Ref lektor , s. u,) f die Position und/oder 
Orientierung des Musters relativ zur Probe (z. B. mit einem 
verschiebbaren Beugungsgitter , s. u.) und/oder eine Intensi- 
tatseigenschaf t des Musters (z. B. mit einer Variation der 
Intensitat der Ob j ektbeleuchtung, s. u.) verandert wird. 

Eine 7/ nicht-lineare Abhangigkeit" des vom Objekt ausgehenden 
bzw. mit einem Detektor erfassten oder detektierten Lichtes 
ist gegeben, wenn dessen Lichtintensitat von der jeweiligen 
Ob j ektbedingung Ort der Lichtaussendung (oder -streuung oder 
dergleichen) messbar keinem einfachen linearen Modell folgt. 
In einer Funktionenentwicklung f z. B. Taylor-Entwicklung 
(siehe unten) , des detektierten Lichts treten Terme hoherer 
Ordnung auf. Gemali den o. g. Ausf iihrungsf ormen der Erfindung 
kann eine nicht-lineare Abhangigkeit der Lichtintensitat je- 
weils von einer Ob j ektbedingung oder eine lineare Abhangig- 
keit der Lichtintensitat von mehreren Objektbedingungen gege- 
ben sein. Im letzteren Fall treten in der Funktionenentwick- 
lung Mischterme auf, die die unten erlauterte Erweiterung der 
detektierbaren Ob j ekt-Raumf requenzen erlauben. 
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Die „detektierte Lichtintensitat", die die vom Detektor ge- 
messene Lichtintensitat ist , kann anwendungsabhangig j e nach 
Funktionalitat des Detektors von der am Ort des Detektors 
herrschenden mittleren Lichtintensitat abweichen, wenn z. B. 
zeitlich moduliert detektiert wird Oder ein rohes Detektorsi- 
gnal mit anderen Signalen korreliert wird (z. B. durch Lock- 
In-Technik) . 

Unter einem „Teilbild" oder „Einzelbild" werden allgemein 
Bilddaten verstanden, die mit einem in weitesten Sinne abbil- 
denden lichtoptischen Verfahren aufgenommen wurden. Es kann 
sich dabei um einen einzelnen Datenpunkt , mehrere an ein oder 
verschiedenen Ob j ektpunkten auf genoramene Datenpunkte oder Da- 
tenpunktbereiche in ein, zwei, drei oder mehr Dimensionen 
handeln. Die erf indungsgemaiie Anderung von Ob j ektbedingungen 
bei Aufnahme verschiedener Teilbilder kann sich auf eine An- 
derung oder Modulierung bei jedem Datenpunkt, fur Abschnitte 
oder Gruppen von Datenpunkten oder fiir ganze zwei- oder drei- 
dimensionale Bilder oder sogar Zeitserien vorgesehen sein. 

Unter „detektierbaren Raumfrequenzanteilen" werden allgemein 
die Anteile des Frequenzraums der Fouriertransf ormierten des 
Objekts verstanden, die mit dem jeweils angewendeten Abbil- 
dungs verfahren prinzipiell detektierbar sind. 

Die Erfindung erlaubt nicht nur eine Ob j ektabbildung mit er- 
hohtem Auf losungsvermogen, sondern auch die Gewinnung von 
„Inf ormationen uber das Objekt". Hierunter werden insbesonde- 
re die raumliche Verteilung einer oder mehrerer Eigenschaf ten 
des Objekts oder auch andere Parameter, wie z. B. die Positi- 
on eines von seiner Struktur her bekannten Teilobjekts im 
Raum oder die Zusammenset zung des Objekts, verstanden. 
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Grundlagen der Bilderf assung 

Die Bildauf nahme wird im Folgenden am Beispiel der Fluores- 
zenzmikroskopie erlautert. In der Fluoreszenzmikroskopie wer- 
den Objekte abgebildet, die mit Fluoreszenzf arbstof f en mar- 
kiert sind oder selbststandig fluoreszieren. Je nach Objekt- 
struktur und/oder Markierungstechnik sammeln sich z. B. Mar- 
kierungsf arbstof fe in bestimmten Teilbereichen (z. B. im 
Zellkern einer biologischen Zelle) . Zur Bildauf nahme wird das 
Objekt mit einer geeigneten Anregungswellenlange bestrahlt 
und die emittierte Fluoreszenzstrahlung detektiert. Fluores- 
zenzf arbstof fe emittieren mit einer Intensitat, die in ersten 
Naherung proportional zur Intensitat des am Ort des Farb- 
stoffs eingestrahlten Lichtes ist. Die Emission erfolgt im 
Unterschied zur Absorptionsmikroskopie, Ref lektionsmikrosko- 
pie oder auch Phasenkontrastmikroskopie im allgemeinen inko- 
harent zueinander. Unter Annahme einer Proportionality zwi- 
schen der an einem Objektpunkt ausgestrahlten Fluoreszenzin- 
tensitat zur dort eingestrahlten Lichtintensitat des Anre- 
gungslichts lasst sich ein detektiertes Bild I m (x) (ruckiiber- 
setzt in Ob j ektraumkoordinaten x) wie folgt beschreiben. Die 
ortsabhangige Beleuchtungsintensitat (Bel(x)) wird mit der am 
j eweiligen Ob j ektpunkt vorhandenen Farbstof f konzentration 
Ob j (x) (Ob j ektstruktur ) multipliziert und das Ergebnis mit 
der Punktbildf unktion („Point Spread Function", PSF) des ab- 
bildenden Systems gefaltet (siehe Gleichung (1) ) . 



Im reziproken Raum ubersetzt sich dies in die Faltung der 

f ouriertransf ormierten Beleuchtungsf unktion F(Bel(x)) mit der 



fiende Multiplikation mit der lichtoptischen Transf erf unktion 




(1) 



f ouriertransf ormierten Ob jektf unktion F(Obj(x)) und anschlie- 
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OTF(k) (F bezeichnet hier und im Folgenden die Fourierf orma- 

tion, die Koordinaten im reziproken Raum werden mit k be- 
zeichnet) . Analog zu Gleichung (1) ergibt sich: 

F(l m (x)) = OTF(k) * (F(Bel(x)) ® F(Obj(x))) 

Verallgemeinert auf v andere Mikroskopieverf ahren bedeutet 
Ob j (x) den jeweiligen Wert oder die Dichte der Eigenschaf ten 
des Objekts, die zu erfassen ist, und PSF(x) die effektive 
Punktbildf unkion des gesamten Systems (Bildauf nahme und -re- 
konstruktion) . Auch bei iterativen oder nicht-linearen Rekon 
struktionsverf ahren gilt dies oft noch naherungsweise . 

In herkommlichen abbildenden Systemen ist der im Wert von 
Null verschiedene Bereich der OTF, der auch als „Trager x> be- 
zeichnet wird, durch die numerische Apertur und die Wellen- 
lange des abzubildenden Lichts auf einen gewissen Raumfre- 
quenzbereich eingeschrankt (siehe auch US-A-5 671 085) . Glei 
chermaiien ist auch die Fouriertranf ormierte der Beleuchtungs 
funktion F(Bel(x)) in der Ausdehnung ihres Tragers durch die 
Lichtwellenlange und ggf- Aperturen des Beleuchtungssystems 
eingeschrankt . 

Erf indungsgemafi ist nun vorgesehen, den effektiven Bereich 
von detektierbaren Raumf requenzen des Objekts F(Obj(x)) („Ob- 
jekt-Raumf requenzen" ) auf der Grundlage der folgenden Uberle 
gungen zu erweitern. Bei Einfuhrung einer nicht-linearen Ab- 
hangigkeit der erfassten Lichtintensitat von den Objektbedin 
gungen ist der rechte Teil von Gleichung (1) verallgemeinert 
gemafi den Ausdriicken (2) bzw. (3) zu schreiben: 




(2) 




(3) 
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Entsprechend dem Ausdruck (2) wird kein linearer Zusammenhang 
zwischen der von einem Objektpunkt ausgehenden Lichtintensi- 
tat I e m(x) und der dort eingestrahlten Lichtintensitat (ent- 
halten in b(x)) vorausgesetzt. Vielmehr ist nun I em (x) eine 
allgemeine Funktion des Wertes der zu erfassenden Objekt- 
struktur und anderei:. Faktoren b(x) , die die nicht-linearen 

Bedingungen reprasentieren. Der Vektorpfeil uber b soil an- 
deuten, dass es sich um mehrere Bedingungen oder Eigenschaf- 
ten bi handeln kann. Ein wichtiger Faktor b± ist die am Ort x 
eingestrahlte Lichtintensitat Bel(x). Andere Faktoren werden 
unten beispielhaft genannt . Gemafi Gleichung (4) wird I e m(x) 
als Taylor-Reihe mit konstanten Koef f izienten ci angenahert 
ausgedriickt : 

1^(5) s c 0 + c x • Obj(x) + c 2 " b^x) + c 3 * Obj(x) ■ b x (x) 
+ c 4 * Obj(x) 2 * b x (x) + c 5 ' Obj(x) - b x (x) 2 + . . . 

+ c 6 * Obj(x) ' b x (x) 3 + . . . (4) 

Zur vereinf achten Darstellung wird in Gleichung (4) nur auf 
eine nicht-lineare Bedingung bi(x) Bezug genommen. Anwen- 
dungsabhangig konnen weitere Bedingungen in den Prozess der 
Aussendung von Licht vom jeweiligen Objektpunkt involviert 
sein. In diesem Fall treten entsprechende Terme auch in der 
Entwicklung gemafi Gleichung (4) auf, so insbesondere auch 
Mischterme wie z. B. c 5b * Obj(x) * b x (x) " b 2 (x) . Der Term nach c 3 
ist gerade der in Gleichung (1) genannte Ausdruck, wenn als 
nicht-lineare Ob j ektbedingung b x (x) = Bel(x) angenommen wird. 
Die Fouriertransf ormierte der ausgesandten Lichtintensitat 
F(l em (ob j(x), b(x))) enthalt demnach analog zu Gleichung (1) den 

Term c 3 " F(Bel(x)) ® F(ob j(x)) . 




Die Fouriertranf ormierte der Beleuchtungsintensitat F(Bel(x)) 
ist als Suitime einer Vielzahl von einzelnen 5-Funktionen dar- 
stellbar. Je nach dem aktuellen Beleuchtungsmuster werden al- 
so Telle der fouriertransf ormierten Ob j ektf unktion F(Obj(x)) 
durch die Faltung mit der f ouriertransf ormierten Beleuch- 
tungsfunktion versclioben und mit entsprechendem Gewicht auf- 
addiert. Dies ist in Figur 1 illustriert. 

Figur 1 zeigt die Struktur der Anregungsverteilung im rezi- 
proken Raum bei sinusfdrmig verteilter, geringer Beleuch- 
tungsintensitat entsprechend einer herkommlichen, raumlich 
gemusterten Beleuchtung. Die nach oben gerichteten Pfeile be- 
zeichnen die Maxima, die aus der sinusf ormigen Anregung her- 
ruhren ( Fouriertransf ormierte der Sinusf unktion) . Zusatzlich 
ist die an das Maximum k b „gekoppelte x> Struktur der Fourier- 
transf ormierten der Ob j ektf unktion F(obj +1 (k)) eingezeichnet . 
Die an die anderen Maxima gekoppelten Fouriertransf ormierten 
der Ob j ektf unktion sind aus Obersichtlichkeitsgriinden nicht 
eingezeichnet. Tatsachlich ist jedoch, da Obj(k) mit den vir- 
tuellen Raumf requenzteilen im Muster der Objektbedingungen im 
reziproken Raum zu falten ist, Obj (k) an jedes virtuelle Ma- 
ximum „gekoppelt^ . Nur der mittlere Teil an emittierten Raum- 
frequenzen (als Trager der OTF eingezeichnet) ist der Detek- 
tion zuganglich. 

In Figur 1 ist beispielhaft illustriert, wie aus der Summe 
entsprechend der genannten Faltung durch die optische Abbil- 
dung (Multiplikation mit der raumfrequenzbegrenzten OTF) der 
detektierbare Bereich f estgelegt ( „ausgestanzt w ) wird. Der 
Bereich detektierbarer Objekt-Raumf requenzen wird bei Be- 
leuchtung mit einem bestimmten Muster deutlich gegenuber dem 
Fall einer gleichmaftigen Beleuchtung erweitert . Mit den unten 
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erlauterten Rekonstruktionsverf ahren lassen sich die verscho- 
benen Ob j ekt-Raumf requenzen wiecler zu einem konsistenten Bild 
zusammensetzen. 

Entsprechend Gleichung (4) liefern im nicht-linearen Fall 
aber auch Terme hoherer Ordnung in b x (x) Beitrage zu I em wie 
z. B. die Terme mit den Faktoren C5 bzw. C6- Die Fourier- 
transf ormierten dieser Terme sind auch in F(l ein (ob j(x), b(x))) 
enthalten. Mit b x (x) = Bel(x) erhalt man im Ausdruck (2) auch 
den Term c 5 ' [F(Bel(x)) ® F(Bel(x))] ® F(Obj(x)) - Mit einem gewissen 
Anteil im Bild ist es jetzt moglich, Raumf requenzen des Ob~ 
jekts zu messen, die vorher noch nicht zuganglich waren, da 
sie durch die Faltung mit der raumf requenzbegrenzten Funktion 
F(Bel(x)) noch nicht in den mittels OTF detektierbaren Bereich 
geschoben werden konnten. Die Ausdehnung des Tragers von 
F(Bel(x)) ® F(Bel(x)) kann nun aber entsprechend grofier sein, wo- 
durch sich auch hohere Raumf requenzen in den der OTF entspre- 
chenden Bereich verschieben und so in der Abbildung messbar 
sind. Weitere hohere Ordnungen wirken sich entsprechend in 
weiteren Faltungen mit den Fouriertransf ormierten der b i (x) 
aus, so dass noch hohere Ob j ekt-Raumf requenzen detektierbar 
sind. Im Prinzip ist es moglich, beliebig hohe Raumf requenzen 
des Ob jekts zu detektieren und damit die Auflosung beliebig 
zu erhohen, soweit entsprechende Koef f izienten in der Rei- 
henentwicklung gemafl Gleichung (4) vorhanden sind. In der 
Praxis wird die bei der Rekonstruktion erzielbare Auflosung 
jedoch oft durch das bei den hohen Ob j ekt-Raumf requenzen er- 
reichbare Signal-Rausch-Verhaltnis begrenzt . 

Das effektive Auftreten nieder- und hoherf requenter Komponen- 
ten des Beleuchtungsmusters im reziproken Raum ist in Figur 2 
am Beispiel der Fluoreszenzmikroskopie dargestellt. Wird das 
Objekt mit einer genugend hohen Beleuchtungsintensitat be- 
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strahlt, so ergibt : - sich eine nicht-lineare Abhangigkeit der 
Fluoreszenzemission von der Anregungsintensitat (Sattigung 
der Fluoreszenz) und damit ein Muster der Anregbarkeit von 
Fluoreszenz (im Folgenden: Anregungsmuster ) eines bestimmten 
Farbstoffes, das grundsatzlich aus unendlich vielen (virtuel- 
len) Maxima im reziproken Raum besteht, deren absolute Hohe 
allerdings mit steigendem |k| schnell abnimmt. Wie oben am 

Beispiel der relativ schwachen Anregungsintensitat (linearer 
Fall, Figur 1) erlautert, ist die Obj ektf unktion an jede der 
Komponenten der Beleuchtungsf unktion gekoppelt. In einem als 
Teilbild I em auf genommenem Detektorsignal sind also alle In- 
formationen, insbesondere iiber die interessierenden hochfre- 
quenten Ortsf requenzen der Ob j ektf unktion enthalten. Die 
Riickgewinnung dieser Informationen wird unten in Zusaitimenhang 
mit der Bildrekonstruktion beschrieben. 

Figur 2 illustriert die Struktur der Anregungsverteilung im 
reziproken Raum bei einem nicht -linear verzerrten Anregungs- 
muster. Zu dem virtuellen Maximum n = +2 entsprechend 2k b ist 
eine gekoppelte Struktur der Fouriertransf ormierten der Ob- 
jektfunktion eingezeichnet (obj +2 (k)). Praktisch ist Obj(k) wie- 
derum an jedes Maximum gekoppelt (aus Ubersichtlichkeitsgriin- 
den nicht dargestellt) und mit verschobenen, unterschiedlich 
intensiven und phasengedrehten Versionen von sich selbst 
iiberlagert. Nur der mittlere Teil an emittierten Raumf requen- 
zen (Trager der OTF) ist der Detektion zuganglich. 

Das Ziel der optischen Abbildung ist die Gewinnung einer Ob™ 
jektabbildung, d. h. der das Objekt beschreibenden Funktion 
Ob j(x) . Diese Funktion muss aus den gemessenen Teilbildern I m 
rekonstruiert werden. Die Rekonstruktion der Ob j ektabbildung 
basiert darauf, dass die Faktoren b i (x) aus den Teilbildern I m 
extrahiert werden oder unabhangig von der Bildaufnahme be- 
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kannt sind. Die erf indungsgemaiSe Unterscheidung der Faktoren 
b i (x) von der das Objekt beschreibenden Funktion Obj(x) er- 
folgt, indem die Faktoren bi, d. h. die oft raumlich gemu- 
sterten Ob j ektbedingungen, variiert werden. 

Die Variation der Ob j ektbedingungen kann auf verschiedene Ar- 
ten erfolgen. Eine erste Moglichkeit besteht darin, b i (x) als 
ein raumliches Muster auszubilden, das am Objekt zur Aufnahme 
verschiedener Teil- oder Einzelbilder j eweils verschoben 
wird. Alternativ ist es aber auch moglich, die Starke des Mu- 
sters (Kontrast der eingestellten Ob j ektbedingungen am gesam- 
ten Objekt) oder die Form des Musters j eweils fur die Aufnah- 
me von Teilbildern zu verandern . In j eden Falle werden die in 
der Entwicklung gemaft Gleichung ( 4 ) gezeigten Komponenten un- 
terscheidbar . 

Die Bilderf as sung des erf indungsgemafien Erf ahrens basiert auf 
der Aufnahme von mindestens zwei Teilbildern mit verschiede- 
nen Ob j ektbedingungen, unter denen die Faktoren b ± (x), mit 
denen die erfasste Lichtintensitat in nicht-linearem Zusam- 
menhang steht, variiert werden. Die Rekonstruktion der Ob- 
jektabbildung aus den Teilbildern wird im Folgenden erlau- 
tert . 

Rekonstruktion der Ob j ektabbildung 

Gemaft einer bevorzugten Aus fuhrungs form der Erfindung werden 
die in der Taylor-Entwicklung gemali Gleichung ( 4 ) enthaltenen 
Terme, soweit sie einen messbaren Einfluss besitzen, durch 
das Losen eines Gleichungssystems ermittelt und so voneinan- 
der getrennt . Das Gleichungssystem, dessen Ermittlung unten 
im Einzelnen erlautert ist, lasst sich trotz der Multiplika- 
tion mit der OTF an jedem Punkt im Bereich des Tragers der 
OTF im reziproken Raum bestimmen und im Prinzip losen. Durch 
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Verschiebung in Fourierraum (oder ciurch Multiplikation mit 
exp(iAkx) im Ortsraum, Ak : Frequenzraum-Verschiebevektor ) 
konnen die individuellen Komponenten dann so zusammengesetzt 
werden, dass sich ein hochauf losendes Bild ergibt . Dieses 
kann ggf . mit weiteren Dekonvolutionstechniken verarbeitet 
werden, um die Bildqualitat weiter zu steigern. 

Wie schon aus US-A-5 671 085 bekannt ist, ergibt die Beleuch- 
tung des Objekts mit einem Muster aus moglichst hohen Raum- 
frequenzen eine Auf losungserhohung gegenuber der herkommli- 
chen Lichtmikroskopie . Durch die erf indungsgemafie Ausnutzung 
eines nicht-linearen Zusammenhangs zwischen der Starke eines 
Musters, z. B. Werten bestimmter Obj ektbedingungen, an einem 
Objektpunkt und der von diesem Objektpunkt ausgehenden (emit- 
tierten bzw. gestreuten) Lichtintensitat ist es moglich, ein 
Bild mit einer noch hoheren Ortsauf losung zu berechnen. 

Ein Beispiel fur die Bildung eines Musters von Objektbedin- 
gungen ist bei der Anregung von Fluoreszenz mit einer ortsab- 
hangigen Verteilung intensiven Anregungslichts gegeben. Die 
nicht-lineare Abhangigkeit des vom Detektor erfassten Lichts 
kann z. B. durch die Sattigung der Anregung von im Objekt 
vorhandenen Fluoreszenzf arbstof f en entstehen . Besitzt das An- 
regungslicht eine geniigend hohe Intensitat, so erhalt man ei- 
ne nicht-linearen Zusammenhang zwischen der eingestrahlten 
und der emittierten Lichtintensitat am betrachteten Objekt 
(siehe z. B. D.R. Sandison et al. in ^Handbook of Biological 
Confocal Microscopy", Plenum Press, New York and London, 2. 
Auflage, 1995, Kapitel 3, Seiten 47 bis 50; und R.Y. Tsien et 
al . im genannten ^Handbook of Biological Confocal Microsco- 
py", Kapitel 16) . Das detektierte Licht enthalt nun auch In- 
formationen uber Raumf requenzen des Objekts, die sonst nicht 
zuganglich waren . Allerdings enthalt j edes so auf genommene 
Bild eine Mischung von Anteilen hoher Raumf requenzen, die 
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aber dann durch Aufnahme unter unterschiedlichen Bedingungen 
und Verrechnung mehrerer Teilbilder getrennt und zu einem 
konsistenten, hochauf losenden Bild zusammengeset zt werden 
konnen . 

Das Gleichungssystem zur Trennung der Komponenten der Taylor- 
Entwicklung gemali Gleichung (4) wird bspw. im Fall der Fluo- 
reszenzmikroskopie bei Beleuchtung mit einer einem Liniengit- 
ter ahnlichen Struktur mit den folgenden Schritten ermittelt . 

Die Intensitatsverteilung des Anregungslichts wird bei diesem 
Beispiel annahernd durch eine in den positiven Bereich ver- 
schobene Sinusf unktion beschrieben. Als Fouriertransf ormierte 
ergeben sich im Idealfall punktformige Maxima bei 

k = 0, k = + k b und k = - k b (siehe Figur 1). Diese Maxima be- 
sitzen je nach Modulationsgrad eine bestimmte Energie und ei- 
nen bestimmten Phasenwinkel in der komplexen Ebene, der von 
der Position bzw. der Verschiebung (Lage) des Musters des An- 
regungslichts abhangt. Durch den Einfluss der nicht-linearen 
Abhangigkeit der Fluoreszenzemission von der Anregungsinten- 
sitat (Sattigung der Fluoreszenz) ergibt sich das in Figur 2 
gezeigte Muster mit nieder- und hoherf requenten Komponenten 
im reziproken Raum, bspw. als Anregbarkeitsmuster fur einen 
bestimmten Fluorophortyp . 

Zur Rekonstruktion der Ob j ektbildung geniigt es, dass nahe- 

rungsweise bei einem endlichen Raumf requenzwert k raax = ± mk b 

abgebrochen wird und in der Rechnung nur Maxima mit kleineren 
Raumf requenzen beriicksichtigt werden. 

Wird das Anregungslichtmuster gegeniiber dem Objekt verscho- 
ben, so andern sich die jeweiligen komplexen Phasenlagen der 
einzelnen punktf ormigen Maxima im Fourieraum.. Beriicksichtigt 
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man ± m Anregungs -Maxima und das Maximum bei k = 0, so beno- 
tigt man Z = 2m + 1 unter verschiedenen Bedingungen aufgenom- 
mene Bilder, urn die einzelnen durch das Mikroskop abgebilde- 
ten Komponenten des Objekts, die mit dem jeweiligen Maximum 
gefaltet (also verschoben) sind, separieren zu konnen (in Fi- 
gur 2 ist nur eine Komponente dargestellt) . Es kann z. B. 
vorgesehen sein, dass Z = 5 Maxima beriicksichtigt werden. Der 
Phasenwinkel der Maxima im Frequenzraum des Anregungsmusters 
bewegt sich bei Verschiebung des Musters proportional zu 

, da eine Verschiebung im Raum um Ax einer Multiplikati- 
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on im Frequenzraum mit exp(iicAx) entspricht. Dabei entspricht 
n der Nummer des jeweiligen Raumf requenzanteils (siehe Figur 
2). Werden also verschiedene Bilder (Teilbilder) I n (k) = F(l n (x)) 

des Objekts mit jeweils um ein Fiinftel des Grundmusters ge- 
geneinander verschobener Phasenlage des Beleuchtungsmusters 
(also auch des Anregungsmusters) aufgenommen, so ergibt sich 
das folgende Gleichungssystem: 



'Obj, (k)> 






Obj +1 (k) 






Obj^k) 


= const * 


i 2 (k) 


Obj +2 (k) 




I 3 (k) 


,Obj_ 2 (k) ; 







M = 



11 1 1 1 

1 exp(i27i / 5) exp(- i27t / 5) exp(i47i / 5) exp(- x4n / 5) 

1 exp(i47i / 5) exp(- i47r / 5) exp(i87* / 5) exp(™ i87t / 5) 

1 exp(i67i / 5) exp(- i67i / 5) exp(il27t / 5) exp(- 1127c / 5) 

1 exp(i87i / 5) exp(- i87t / 5) exp(il67t / 5) exp(- il67i / 5) 



In diesem Gleichungssystem bezeichnen die Obj n (k) die zum n, 
Maximum des Anregungsmuster gehorenden, verschobenen kom- 
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plexwertigen Komponenten des f ouriertransf ormierten Objekts 
(Objekt-Raumf requenz) , die dann durch die OTF des abbildenden 
Systems transmittiert werden. 

Die Losung des Gleichungssystems liefert die individuellen 
Ob j ekt komponenten, die zum jeweiligen Maximum des Anregungs- 
musters gehoren. Die Losung kann z. B. durch Invertieren der 
Matrix M erfolgen. Durch Multiplikation der inversen Matrix 
(M" 1 ) mit dem rechts stehenden Vektor der gemessenen Intensi- 
taten I n (k) werden die individuellen transmittierenden Objekt- 
komponenten ermittelt. Liegen mehr Messdaten vor als zur Lo- 
sung der Rekonstruktionsauf gabe notig sind, so kann z. B. ei- 
ne analoge, nicht quadratische Oder rechteckige Matrix aufge- 
stellt werden. Fur die Berechnung der Losung ist dann z. B. 
das Verfahren der pseudoinversen Matrix anwendbar, das es er- 
laubt, eine Losung im Sinne der kleinsten Fehlerquote zu er- 
mitteln. 

Die Rechnung wird aufgrund der Linearitat der Fouriertrans- 
formation vorzugsweise bildpunkt- oder pixelweise im Realraum 
ausgef uhrt . 

Die komplexwertigen Komponenten Obj n (k) konnen nun um den Vek- 
tor Ak im Fourieraum (oder durch die o. g. entsprechende 
Multiplikation im Realraum) verschoben werden, so dass die 

jeweilige Raumf requenz k dort zu liegen kommt, wo sie bei 
musterf reier , gleichmafliger Beleuchtung gemessen werden wur- 

de. Ak ist hier also -nk b . 

In einem weiteren Schritt ist eine Korrektur der Komponenten 
Obj n (k) in ihrer komplexen Phasenlage je nach gegenseitiger 
Phasenlage <(> n der Frequenzraum-Anregungsmaxima im Bild I 0 
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vorgesehen (Multiplikation mit exp(- i<|> n )) . Anschliefiend wer- 
den die Komponenten Obj n (k), ggf . durch eine gewichtete Addi- 
tion, zu einem konsistenten Bild (der gewiinschten Objektab- 
bildung) vereinigt . Damit wird eine Ausdehnung des Tragers 
der Gesamt-OTF auf einen relativ zur linearen Abbildung deut- 
lich vergrolierten Bereich und damit eine Erhohung des Auflo- 
sungsvermogens ermoglicht. 

Die illustrierte Verschiebung von Raumf requenzkomponenten 
kann in verschiedenen Raumrichtungen durchgefuhrt werden. 
Dies kann nacheinander durch unterschiedliche Orientierung 
des Beleuchtungsmusters oder simultan durch Beleuchtung mit 
einer mehrdimensionalen Struktur erfolgen. Das Auf losungsver- 
mogen ist in ein, zwei oder drei Dimensionen vergrofterbar . 
Die Gesamttransf erf unktion kann im Anschluss daran oder bei 
Zwischenschritten noch durch entsprechendes Filtern und/oder 
Anwenden von an sich be kann ten Entf altungstechniken verandert 
werden . 

Die Rekonstruktion der Ob j ekt abbildung ist nicht auf die be- 
schriebene Losung des Gleichungssystems mit der Matrix- 
Methode beschrankt. Alternativ konnen z. B. Quadratur- 
Techniken (analog zu WO 98/45745) oder algebraische bzw. ite- 
rative Rekonstruktionsverf ahren (Maximum Likelihood/Expecta- 
tion Maximization, Maximum Entropie, Algebraic Reconstruction 
und dergleichen) verwendet werden. 

Die Erfindung ist nicht auf die nicht-lineare Anregung von 
Fluoreszenzemission beschrankt. Die Verf ahrensweise ist ent- 
sprechend auch mit beliebig anderen Faktoren b± implementier- 
bar, die geeignet sind, allein fur sich oder im Zusammenwir- 
ken untereinander , insbesondere im Zusammenwirken mit der Be- 
leuchtungsintensitat , die Intensitat des vom Ob j ekt ausgehen- 
den Lichts zu beeinf lussen . 




Ausfiihrungsbeispiele erf indungsgemafier opt ischer Systeme 

Ein erf indungsgemaftes optisches System ist in Figur 3 darge- 
stellt. Die an sich bekannten Komponenten eines herkommlichen 
Mikroskops sind mit gestrichelten Rahmen eingezeichnet. Das 
optische System 100 ist mit einer Beleuchtungseinrichtung 10, 
mindestens einem Mustergenerator 20, 20', 20'", einer Be- 
leuchtungsoptik 30, einer Abbildungsoptik 50, einer Detek- 
toreinrichtung 60 und einem Bildgenerator 7 0 aufgebaut. Das 
Bezugszeichen 40 bezieht sich auf die mit dem System 100 zu 
untersuchende Probe. Die Komponenten 10, 30, 50 und 60 konnen 
durch optische Bauteile bereitgestellt werden, wie sie aus 
der Lichtmikroskopie und aus der optischen Mess- und Analyse- 
technik, z. B. der Spektroskopie, bekannt sind. Anwendungsab- 
hangig konnen die Komponenten 30 und/oder 50 entfallen oder 
durch ein gemeinsames Bauteil gebildet werden. Es kann auch 
vorgesehen sein, dass die Komponenten 20 und 30 durch ein ge- 
meinsames optisches Bauteil gebildet werden. 

Der Mustergenerator 20, 20' und/oder 20'' ist allgemein eine 
Einrichtung zur Bildung von Ob j ektbedingungen mit einem vor- 
bestimmten raumlichen Muster am Objekt 40. Anwendungsabhangig 
kann der Mustergenerator 20 eine Maske mit einer bestimmten 
ein- oder zweidimensionalen Ubertragungscharakteristik ent- 
sprechend dem gewunschten Muster sein. Die Maske kann insbe- 
sondere durch ein Beugungsgitter (siehe Figur 4) (oder Pha- 
sengitter) oder eine Matrixanordnung aus einzeln ansteuerba- 
ren Reflektor- oder Transmissionspixeln gebildet werden. Im 
letzteren Fall werden DMD-Einrichtungen (^Digital Mirror De- 
vice") bzw. LCD-Matrixanordnungen verwendet. Der Mustergene- 
rator kann auch eine Spiegelanordnung zur Erzeugung eines In- 
terf erenzmusters (siehe Figur 5) oder eine Einrichtung zur 
unmittelbaren physikalischen oder chemischen Beeinf lussung 
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des Objekts 40 (z. B. eine Heizeinrichtung oder einen Ultra- 
schallgeber) umfassen. Abweichend von der Komponente 20 in 
Figur 3 kann der Mustergenerator auch zwischen der Beleuch- 
tungsoptik 30 und dem Objekt 40 (Komponente 20'') oder unmit- 
telbar am Objekt 40 vorgesehen sein (Komponente 20'). 

Der Bildgenerator enthalt eine Einrichtung zur Rekonstruktion 
der Objektabbildung entsprechend den oben erlauterten Prinzi- 
pien. Als Bildgenerator kann ein speziell ausgelegter Schalt- 
kreis oder auch ein entsprechend programmierter Computer ver- 
wendet werden. Der Bildgenerator kann zusatzlich Speicher-, 
Steuer- und/oder Anzeigekomponenten enthalten. 

Figur 4 zeigt Einzelheiten eines erf indungsgemaflen optischen 
Systems am Beispiel eines Epif luoreszenzmikroskops 100. Die 
Beleuchtungseinrichtung 10 wird durch eine intensive Licht- 
quelle gebildet. Da zur Ausnutzung nicht-linearer Effekte ho- 
he Lichtintensitaten benotigt werden, wird vorzugsweise eine 
gepulste Lichtquelle, wie z. B. ein Pulslaser oder eine 
Blitzlampe verwendet . Die Beleuchtungseinrichtung kann aber 
auch durch eine Hochdruckdampf lampe ( z . B. Quecksilber- 
dampflampe) gebildet werden. Als Mustergenerator 20 (Maske) 
ist beispielhaft ein verstellbares und ggf. drehbares 
und/oder verschiebbares Beugungsgitter 22 vorgesehen, das 
entsprechend der Position 21 der Bildf eldblende in einer kon- 
jugierten Objektebene angeordnet ist. Das Beugungsgitter 22 
ist ein Transmissionsgitter mit einem Gitterabstand von z. B. 
30 pm. Das Beugungsgitter 22 ist an einem (nicht dargestell- 
ten) Stellantrieb angeordnet. 

Die Beleuchtungsoptik 30 weist einen Anregungsf ilter 31, ei- 
nen dichroitischen Spiegel 32 zum Einkoppeln des Anregungs- 
lichts in eine Mikroskopsaule und Obj ektivlinsen 33. Am Ort 
des Objekts 40 wird ein Bild des Beugungsgitters 22 als Be- 
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leuchtung fur die zu untersuchende Probe in der entsprechen- 
den Fokusebene gebildet. Die Abbildungsoptik 50 wird wiederum 
durch die Obj ektvlinsen 33, einen Emissionsf ilter 51 und ei- 
ner optional vorgesehenen Optik 52 zur Bildvergroiierung ge- 
bildet. Die Detektoreinrichtung 60 ist ein CCD-Detektor , von 
dem auf den (nicht dargestellten) Bildgenerator Daten uber- 
tragen werden . 

Beim Aufbau gemaJi Figur 4 kann das Beugungsgitter 22 durch 
eine DMD-Einrichtung oder eine LCD-Matrixanordnung ersetzt 
werden, die im Lichtweg zwischen der Beleuchtungseinrichtung 
10 und dem Objekt 40 angeordnet ist. In diesem Fall ist zwi- 
schen den Komponenten 20 und 40 eine zusatzliche Verkleine- 
rungsoptik vorgesehen. Eine DMD-Einrichtung umfaftt z. B. rd. 
450 " 600 Ref lektorelemente mit einer Pixelgrofie von rd. 
17 " 17 ]im 2 . 

Fur die erf indungsgemalie Aufnahme mehrerer Teilbilder mit un- 
terschiedlichen Phasenlagen wird das Beugungsgitter 22 in 
kleinen Schritten gegeniiber dem Objekt 4 0 verschoben. Die 
Schrittweite ist von der Strukturdimension der Maske und der 
Zahl der auf zunehmenden Teilbilder abhangig und betragt z. B. 
bei 30 jam Strukturdimension und 7 Teilbildern 30/7 pm) . Al- 
ternativ kann auch bei einem f eststehenden Beugungsgitter 22 
eine Verschiebung des Objekts 4 0 vorgesehen sein, wobei dies 
jedoch zusatzliche Schritte der Bildkorrektur bei der Rekon- 
struktion der Objektabbildung erfordert. Alternativ ist es 
auch moglich, die Phase der verschiedenen Beugungsmaxima di- 
re kt durch geeignete optische Elemente zu beeinf lussen . Die 
minimale Anzahl der fur die Rekonstruktion des Gesamtbildes 
notwendigen Aufnahmen von Teilbildern ergibt sich durch die 
Anzahl der Unbekannten des zugehorigen Gleichungssystems 
(siehe oben) . Es sind mindestens zwei Teilbildauf nahmen vor- 
gesehen. 




Um die Auflosung in alien Raumrichtungen zur erhohen, wird 
das Objekt 4 0 mit Mustern unter verschiedenen Winkeln nach- 
einander oder mit einer Maske wie bspw, mit der DMD- oder 
LCD-Einrichtung mit einem zweidimensionalen Muster, das Beu- 
gungsmaxima in mehreren Richtungen der Ebene hervorruft, in 
verschiedenen Phasenlagen in jeder Dimension beleuchtet. 

Durch Er-stellen von Fokusserien kann man noch zusatzliche In- 
formationen iiber die axiale Struktur des Objekts gewinnen und 
damit dreidimensionale Ob j ektabbildungen ableiten. Dies wird 
einerseits durch die inkoharente Lichtquelle und andererseits 
durch das Vorhandensein der Nullpunkt-Beugungsordnung des 
Gitters noch zusatzlich erleichtert. Ein weiterer Auflosungs- 
gewinn kann durch Drehen des Objekts um eine auf der opti- 
schen Achse senkrecht stehende Achse unter dem optischen Sy- 
stem erreicht werden. 

Das Objekt 40 wird mit derart Momentanintensitaten beleuchtet 
bzw. angeregt, dass die Farbstoffe in der Probe gesattigt 
werden, so dass sich die gewunschten nicht-linearen Effekte 
zur Erhohung des Auf losungsvermogens ergeben. Die gesuchten 
Anteile der sich uberlagernden individuellen Ordnungen konnen 
aus den Bildern bei verschiedenen Phasenlagen der Anregungs- 
struktur errechnet werden. Es ist auch moglich, aus Aufnahmen 
von Teilbildern mit verschiedener Beleuchtungsintensitat hoch 
auflosende Bilder zu rekonstruieren . Unterdriickt man (z. B. 
durch Ausblenden) die Nullpunkt-Beugungsordnung des Beugungs- 
gitters 21, so erhoht man damit in vorteilhaf ter Weise den 
Modulationsgrad der Beleuchtungsf unktion und damit die rela- 
tive Intensitat in hoheren Anregungsordnungen . Aulierdem kann 
die Energie in hohere Raumf requenzbereiche geschoben werden. 
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Bei dem abgewandelten Aufbau eines Epif luoreszenzmikroskops 
100 gemafl Figur 5 wird die Probe (das Objekt) 40 mit Laser- 
licht beleuchtet. Die Lichtquelle 10 ist vorzugsweise ein 
Pulslaser (z. B. mit einem optisch-parametrischen Oszillator, 
der mit einem f requenzverdreif achten NdYAG-Laser gepumpt ist, 
oder mit einem Ti-Saphir-Laser ) , kann aber auch durch eine 
andere geniigend intensive Lichtquelle gebildet werden. Der 
Mustergenerator 20 wird durch eine Gruppe ebener Spiegel 23 - 
27 gebildet, die dazu eingerichtet sind, das Anregungslicht 
von der Lichtquelle 10 auf verschiedene Strahlengange zu zer- 
legen, die aus verschiederien Richtungen auf das Objekt 40 
treffen. Das Anregungslicht wird mit dem teildurchlassigen 
Spiegel 23 und die voll ref lektierenden Spiegel 25 - 27 von 
zwei entgegengesetzten Seiten auf das Objekt 40 gerichtet. 
Optional kann der zweite teildurchlassige Spiegel 24 vorgese- 
hen sein, um einen dritten Anregungslichtweg zum Objekt 40 zu 
bilden. Es ergeben sich drei miteinander interf erierende An- 
regungs-Lichtstrahlen, die eine Verwendung des Mikroskops 100 
in der hochstauf losenden 3D-Mikroskopie erlauben. Fur zweidi- 
mensionale Anwendungen kann auf den Spiegel 2 4 verzichtet 
werden. Die Strahlen interf erieren iiber einen Bereich der in 
der Groiienordnung der Koharenzlange der Lichtquelle 10 liegt. 

Zur Veranderung der Objektbedingungen ( Interf erenzmuster am 
Objekt 40) zur Aufnahme verschiedener Teilbilder sind rninde- 
stens zwei Spiegel verschiebbar angeordnet. Bspw. ist vorge- 
sehen, dass die Spiegel 24 und 25 zur Anderung des Interfe- 
renzmusters verschiebbar sind. Alternativ ist zur Veranderung 
der Objektbedingungen mindestens ein elektrooptisches Element 
zur Anderung der Phasenlage des Beleuchtungslichts in einem 
der Teil-Lichtwege vorgesehen. 

Die Beleuchtungsoptik 30 ist in Figur 5 aus Ubersichtlich- 
keitsgrunden nicht dargestellt, kann aber ggf . bauf ormabhan- 
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gig ohnehin weggelassen werden. Die Abbildungsoptik 50 um- 
fasst die Objektivlinsen 53, den Emissionsf ilter zur Absorp- 
tion des Anregungslichts 51 und optional eine Optik 52 zur 
Bildvergrofierung . Als Detektor ist wiederum ein CCD-Detektor 
60 vorgesehen. 

Urn ein gute axiale Diskriminierung zu erhalten, kann das An- 
regungslicht zugleich noch aus einer oder mehreren Richtungen 
durch das (nicht dargestellte) Objektiv und/oder von der dem 
Objektiv abgewandten Seite auf das Objekt 40 fallen, das sich 
im Dif f erenzbereich der Anregungslichtstrahlen (kreuz schraf- 
fierte Region) befindet. Die durch Nicht-Linearitaten erziel- 
bare zusatzlich Auf losungserhohung kann wiederum durch Benut- 
zung entsprechend starker Laser bzw. gepulster Laser mit ho- 
hen Momentanintensitaten erreicht werden. Auch die Verwendung 
anderer intensiver Lichtquellen (z. B. Blitzlicht) ist mog- 
lich und ggf. vorteilhaft. 

Zur Durchfiihrung des erf indungsgemafien Verfahrens werden meh- 
rere Teilbilder jeweils mit verschiedenen Interf erenzmustern 
am Objekt 40 aufgenommen und nach den oben erlauterten Prin- 
zipien zur Gewinnung der Ob j ektabbildung verarbeitet. 

Die erlauterten Ausf iihrungsbeispiele basieren auf der Ausnut- 
zung der nicht-linearen Abhangigkeit des erfassten Lichtes 
von der Intensitat des Anregungslichts durch Sattigung von 
Fluoreszenzf arbstof f en . Alternative nicht -lineare Ef f ekte 
sind durch die Sattigung der Absorption von Anregungslicht 
unter intensiver Beleuchtung, die Abhangigkeit der Phase des 
emittierten oder gestreuten Lichts von der im Objekt vorhan- 
denen Beleuchtungsintensitat, die sich im Detektor (z. B. 
iiber Interferenz) oder vor diesem in einer nicht-linearen In- 
tensitatsabhangigkeit umsetzt, SHG- oder THG-Prozesse, eine 
Abhangigkeit der Lichteigenschaf ten der Ramanstreuung vom 
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Wert einer oder mehrerer Ob j ektbedingungen, zeitlich koharen- 
te Effekte (z. B. Rabi-Oszillationen) an Atomen oder Moleku- 
len im Objekt, CARS-Prozesse, Mehrphotonen-Absorptionen, sti- 
mulierte Emissionen im Objekt, die Besetzung langlebiger An- 
regungszustande oder chemisch veranderter Zustande in den 
Fluorophoren vor oder wahrend der Beleuchtung, strahlungslose 
Energietranf erprozesse und/oder physikalische oder chemische 
Obj ektbedingungen gegeben. 

Insbesondere zur Ausnutzung zeitlich koharenter Effekte (Ra- 
bi-Oszillationen) an Atomen oder Molekiilen oder Fluorophoren 
im Objekt (in Losung, in Festkorpern, in Gasen oder auch un- 
ter Vakuumbedingungen) werden vorzugsweise Beleuchtungsein- 
richtungen mit extrem kurzen Pulslangen (z. B. <100 fs) ver- 
wendet . Basiert der nicht-lineare Effekt auf der stimulierten 
Emission so wird diese gleichzeitig oder in zeitlicher Abfol- 
ge induziert. Die stimulierte Emission kann bei der selben 
Wellenlange wie der des Anregungslichts oder auch bei anderen 
Wellenlangen, z. B. bei einer typischen Fluoreszenzwellenlan- 
ge, induziert werden. Die Ausnutzung von Energietransf erpro- 
zessen bedeutet, dass Energie der Anregungsstrahlung stahlend 
oder strahlungslos von Fluorophoren auf benachbarte Fluoro- 
phor-Molekiile iibertragen wird und dadurch eine multi-lineare 
Abhangigkeit der emittierten Lichtintensitat von der am Nach- 
barort eingestrahlten Intensitat entsteht. 

Zu den physikalischen oder chemischen Anderungen der Obj ekt- 
bedingungen zahlt insbesondere die Ausnutzung der nicht- 
linearen Abhangigkeit des von den Obj ektpunkten ausgehenden 
Lichts von einem raumlich inhomogenen elektrischen oder ma- 
gnetischen Feld oder vom am Objektpunkt herrschenden Druck, 
Scherkraften oder mechanischen Spannungsverhaltnissen . Es 
kann auch ein am Objekt gebildeter Temperaturgradient ent- 
sprechend einem bestimmten Muster vorgesehen sein, der die 
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gewunschte multi-lineare Abhangigkeit des vom Objektpunkt 
ausgehenden Lichts von der jeweils herrschenden Temperatur 
herstellt. Es kann auch eine multi-lineare Abhangigkeit des 
vom Objektpunkt ausgehenden Lichts von den dort herrschenden 
chemischen Bedingungen (z. B.. pH-Wert) verwendet werden. Zu- 
satzlich kann eine Ob j ektbestrahlung mit Radiowellen, Mikro- 
wellen, Inf rarotlicht , Rontgenstrahlung oder auch Schallwel- 
len oder Ultraschallwellen ausgenutzt werden. 

Zur Realisierung der genannten Effekte ist der Mustergenera- 
tor entsprechend angepasst. Bspw. kann der Mustergenerator 
eine zusatzliche Bestrahlungseinrichtung umfassen, deren 
Emission auf das Objekt fokussiert ist. 

Die Figuren 6 und 7 illustrieren Simulationsergebnisse zum 
Einsatz eines Fluoreszenzmikroskops gemafi Figur 4. Die Licht- 
intensitat ist hier als Schwarzung dargestellt . Aus druck- 
technischen Grunden ist die Bildqualitat eingeschrankt . Zur 
besseren Sichtbarmachung der Beleuchtung wurde im Objekt (Fi- 
gur 6a , 7a) eine konstante Hintergrundf luoreszenz angenommen. 
Figur 6a zeigt das simulierte Objekt, dessen Beleuchtung mit 
dem beschriebenen Verfahren und Abbildung mit einem Epifluo- 
reszenzmikroskop simuliert wurde. Die Teilbilder b-h repra- 
sentieren Simulationen von jeweils mit verschiedenen Phasen 
des beleuchtenden Streif enmusters auf genommenen Teilbildern. 
Figur 6i zeigt ein Beispiel, bei dem auch die Richtung des 
beleuchtenden Musters verandert wurde. Die Anregungsintensi- 
tat war bei diesen Simulationen urn den Faktor 5 grofter als 
die Sattigungsintensitat . Die maximal erwartete Photonenzahl 
betrug 560 Photonen/Pixel in den Einzelbildern . Figur 7 zeigt 
die zugehorigen Rekonstruktionsergebnisse . Figur 7a wieder- 
holt das Originalbild der Simulation. Nach Faltung mit der 
Punktbildf unktion eines simulierten Mikroskops und einer 
Poisson-verteilten Verrauschung (Max = 560 Photonen) ergibt 
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sich das Bilci Figur 7b. Die erf indungsgemafie Rekonstruktion 
aus Teilbildern, die analog zu den Figuren 6b bis 6h mit Be- 
leuchtungsmustern unter 3 Drehwinkeln simuliert wurden, ist 
in Figur 7c gezeigt. Dabei ist keine Verstarkung hoher Raum- 
frequenzen vorgenommen wurden, Erfolgt zusatzlich die dem Sy- 
stem eigene Hochf requenzverstarkung, so ergibt sich aus Figur 
7c das Bild gemaft Figur 7e. Die Anwendung einer entsprechen- 
den Hochf requenzverstarkung bei dem (konventionellen) Bild 
gemali Figur 7b wurde lediglich ein Bild mit gemafi Figur 7d 
ergeben. Der Vergleich der Bilder Figur 7e und Figur 7d zeigt 
die Uberlegenheit des erf indungsgemafien Verfahrens der Rekon- 
struktion hoher Raumf requenzen aus der Aufnahme mehrerer 
Teilbilder. Figur 7f illustriert den zugehorigen simulierten 
Trager der mit dem Verfahren erreichten OTF bei einer beriick- 
sichtigten Anzahl von Z = 7 Maxima. 

Figur 8 illustriert die Verbesserung des Auf losungsvermogens 
mit dem erf indungsgemafien Verfahren. Es ist die Intensitat 
auf einer Bezugslinie entlang der zweiten senkrechten Spalte 
in der Punktmatrix (links oben im Originalbild) in den Figu- 
ren 7d und 7e dargestellt. Die durchgezogene Linie entspricht 
dem Ergebnis des erf indungsgemafien Verfahrens. Die Einzel- 
punkte sind deutlich als Maxima erkennbar. Mit dem herkommli- 
chen Verfahren (Epif luoreszenz mit . nachf olgender Hochf re- 
quenzverstarkung) ist nur der erste Punkt (teilweise) und ein 
Maximum zwischen den beiden untersten Punkten erkennbar. Bei 
der simulierten Abbildung eines Punktes ergibt sich eine Ver- 
besserung des Auf losungsvermogens um einen Faktor von mehr 
als 3 . 

Figur 9 zeigt einen lateralen Schnitt durch die simulierte 
effektive optische Transf erf unktion des Gesamtsystems gemali 
Figur 4 . Der Gitterabstand des Beugungsgitters wurde hier so 
gewahlt, dass nur die Beugungsordnungen 0, +1 und -1 des Beu- 
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gungsgitters durch das Objektiv ubertragen werden konnen. 
Durch die teilweise Sattigung der beteiligten Farbstoffe er- 
gibt sich eine nicht-lineare Beziehung zwischen der Anre- 
gungsintensitat und der Wahrscheinlichkeit der Anregung eines 
Farbstof fmolekuls an einem Punkt im Obj ektraum. Diese raum- 
lich variierende Anregungswahrscheinlichkeit wird auch als 
Anregungsmuster bezeichnet. Wenn man annimmt, dass die Anre- 
gungswahrscheinlichkeit fur ein bestimmtes Farbstof fmolekul 
eine Funktion der Anregungsintensitat ist, so fiihrt eine 
Nicht-Linearitat dieser Funktion dazu, dass im Emissionsmu- 
ster auch raumlich hohere Harmonische des Anregungsmusters 
auftreten. Maxima im reziproken Raum, die jenseits der durch 
die Abbe-Grenze gegebenen Raumf requenzbegrenzung liegen, kon- 
nen dann im Anregungsmuster auftreten. Die raumf requenzbe- 
grenzte Abbildung der Multiplikation der Farbstof fverteilung 
mit dem Anregungsmuster enthalt nun Komponenten analog zu ei- 
ner linearen Anregung mit einem Muster, welches hohere Raum- 
f requenzen enthalt . 

In Figur 9 ist im Einzelnen zu erkennen, dass die Transfer- 
funktion bei einer herkommlichen Abbildung mit einem Mikro- 
skopobjektiv (mit nachf olgender Anwendung einer Hochfrequenz- 
verstarkung) entsprechend der durchgezogenen Linie relativ 
schmal ist, wohingegen die Transf erf unktion bei Anwendung der 
gesattigten Beleuchtung (mit einer Hochf requenzverstarkung) 
erheblich erweitert wird (gestrichelt gezeichnet) . 

Figur 10 zeigt eine simulierte Anwendung des erf indungsgema- 
ften Verfahrens auf ein mittels Elektronenmikroskopie aufge- 
nommenes Schnittbild des Zellkerns einer embryonalen Bovin- 
Zelle. Figur 10a illustriert den invertierten elektronenmi- 
kroskopischen Ausschnitt nahe der Kernhulle mit der Kernma- 
trix („Nuclear Matrix") . Die simulierte epif luoreszenz- 
mikroskopische Aufnahme mit Entfaltung ergibt das in Figur 
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10b gezeigt herkommliche Bild. Bei Anwenciung des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens ergibt sich das in Figur 10c gezeigte 
Bild. Das mit der Methode der gesattigten lateralen Modulati- 
on aufgenommene und ausgewertete und anschlieliend entfaltete 
Bild (Maximum: 560 Photonen im Einzelbild) ist gegenuber dem 
herkommlichen Bild deutlich verbessert und mit dem elektro- 
nenmikroskopischen Originalbild vergleichbar . 

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Zeichnungen und den 
Anspriichen offenbarten Merkmale der Erfindung konnen sowohl 
einzeln als auch in beliebiger Kombination fiir die Verwirkli- 
chung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausgestaltungen 
von Bedeutung sein . 
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Patent an spriiche 

1. Verfahren zur Gewinnung einer Ob j ektabbildung mindestens 
eines Objekts (40) , wobei mindestens zwei Teilbilder des Ob- 
jekts (40) unter jeWeils verschiedeneh Obj ektbedingungen auf- 
genommen werden, die am Objekt mit raumlichen Mustern ausge- 
bildet sind, wobei jeweils fur einen Objektpunkt eine nicht- 
lineare Abhangigkeit des vom Objektpunkt her detektierten 
Lichtes von den am Objektpunkt gegebenen Obj ektbedingungen 
besteht und die Teilbilder unterschiedliche Betrage verschie- 
dener Raumf requenzanteile der Ob j ektstruktur enthalten, und 
aus den Teilbildern durch Rekonstruktion der Raumf requenzan- 
teile die gewiinschte Ob j ektabbildung ermittelt wird. 

2. Verfahren gemafl Anspruch 1, bei dem raumliche Muster 
mindestens einer Ob j ektbedingung gebildet werden, fur die je- 
weils die nicht-lineare Abhangigkeit des vom Objektpunkt aus- 
gehenden und detektierten Lichtes besteht. 

3. Verfahren gemaft Anspruch 1, bei dem raumliche Muster von 
mindestens zwei Ob j ektbedingungen gebildet werden, f ur die 
eine Abhangigkeit des detektierten Lichtes von einer multi- 
plikativen Verkniipfung der Ob j ekteigenschaf ten und eine li- 
neare oder eine nicht-lineare Abhangigkeit des detektierten 
Lichtes von jeder der Ob j ektbedingungen besteht. 

4. Verfahren gemaft einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
dem das raumliche Muster durch ein Muster einer Beleuchtungs- 
intensitat am Objekt (40) gegeben ist und das Objekt (40) mit 
dem Muster der Beleuchtungsintensitat so beleuchtet wird, 
dass eine nicht-lineare Abhangigkeit der an einer Detek- 
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toreinrichtung (60) erfassten, von einem Objektpunkt ausge™ 
henden Lichtintensitat zu der an diesem Objektpunkt gegebenen 
Beleuchtungsintensitat besteht . 

5. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
dem die nicht-lineare Abhangigkeit des erfassten Lichts durch 
eine Sattigung von Fluoreszenzlicht von Fluorophoren unter 
intensiver Beleuchtung, eine Sattigung der Absorption von Be- 
leuchtungslicht unter intensiver Beleuchtung, eine Abhangig- 
keit der Phase des emittierten oder gestreuten Lichtes von 
der im Objekt vorhandenen Beleuchtungsintensitat, SHG- oder 
THG-Prozesse, eine Abhangigkeit der Lichteigenschaf ten der 
Ramanstreuung vom Wert einer oder mehrerer Ob j ekteigenschaf - 
ten, zeitlich koharente Effekte an Atomen oder Molekvilen im 
Objekt (40), eine Mehrphotonenabsorption, CARS-Prozesse, eine 
stimulierte Emission, eine Besetzung langlebiger Zustande 
oder chemisch veranderter Zustande, strahlende oder strah- 
lungslose Energietransf erprozesse von Fluorophoren auf be- 
nachbarte Fluorophore, am Objektpunkt gegebene raumlich inho- 
mogene elektrische oder magnetische Felder, am Objektpunkt 
gegebene Drucke, Scherkrafte oder mechanische Spannungsver- 
haltnisse, am Objektpunkt gegebene Temperaturen, am Objekt- 
punkt gegebene chemische Verhaltnisse und/oder zusatzliche 

Ob j ektbestrahlungen mit elektromagnetischen Strahlen oder 
Schallwellen gebildet wird. 

6. Verfahren gemaJi einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
dem das raumliche Muster einer Ob jektbedingung im reziproken 
Raum durch eine Anzahl von Punkten, die in einer, zwei oder 
drei Dimensionen verteilt sind, beschrieben oder annahernd 
beschrieben werden kann bzw. im Ortsraum raumlich periodisch 
oder naherungsweise periodisch in einen oder mehreren Dimen- 
sionen gebildet wird. 
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7. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem zur Einstellung verschiedener Ob j ektbedingungen das Ob- 
jekt und das raumliche Muster in einer oder mehreren Richtun 
gen relativ zueinander verschoben werden. 

8. Verfahren gemali' Anspruch 7, bei dem das Muster durch ei 
ne Maske oder durch Interferenz .erzeugt wird und eine Ver- 
schiebung des Musters durch Verschiebung der Phase verschie- 
dener Beugungsmaxima erzielt wird. 

9. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Ob j ektbedingungen entsprechend einer vorbestimmten 
zeitlichen Struktur verandert und die Teilbilder zu unter- 
schiedlichen Zeiten aufgenommen werden. 

10. Verfahren gemali Anspruch 9, bei dem zur Erzeugung ver- 
schiedener Ob j ektbedingungen die Beleuchtungsintensitat vari 
iert wird. 

11. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Rekonstruktion der Ob j ektabbildung aus den Teilbil- 
dern durch Losung eines Gleichungssystems unter Beriicksichti 
gung der nicht-linearen Abhangigkeiten oder durch eine itera 
tive Verf ahrensweise erfolgt. 

12. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Position des Objekts oder eines oder mehrerer Teilob 
jekte des Objekts (40) ermittelt werden. 

13. Verfahren gemali einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Rekonstruktion der Ob j ektabbildung unter Berucksich- 
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tigung einer vorbekannten Struktur des Objekts (40) oder von 
Teilen des Objekts (40) erfolgt. 

14. Optisches Abbildungssystem (100) mit einer Beleuchtungs- 
einrichtung (10) und einer Detektoreinrichtung (60), die dazu 
eingerichtet sind, ein Objekt (40) zu beleuchten bzw. eine 
Abbildung des Objekts (40) oder von Teilen des Objekts (40) 
auf zunehmen, 

gekenn z e i chne t duxrch 

mindestens einen Mustergenerator (20, 20', 20'') zur Erzeu- 
gung mindestens eines veranderlichen raumlichen Musters von 
Objektbedingungen am Objekt (40), wobei die Beleuchtungsein- 
richtung (10) und/oder der Mustergenerator (20, 20', 20'') 
dazu eingerichtet sind, Objektbedingungen zu erzeugen, von 
denen das mit der Detektoreinrichtung (60) detektierbare 
Licht nicht-linear abhangig ist, und 

einen Bildgenerator (70) zur Rekonstruktion einer Objektab- 
bildung aus Teilbildern, die mit der Detektoreinrichtung (60) 
aufgenommen worden sind. 

15. Optisches System gemafi Anspruch 14, bei dem der Muster- 
generator (20, 20', 20'') eine Maske umfasst, mit der auf dem 
Objekt (4 0) ein raumliches Muster einer Beleuchtungsintensi- 
tat gebildet werden kann. 

16. Optisches System gemafi Anspruch 15, bei dem die Maske 
ein mehrdimensionales Beugungsgitter (22) , ein Phasengitter , 
eine DMD-Einrichtung oder eine LCD-Matrix umfasst. 

17. Vorrichtung gemafi Anspruch 15 oder 16, bei dem die Maske 
und die Probe (40) relativ zueinander verschiebbar und/oder 
drehbar angeordnet sind. 
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18. Optisches System gemali Anspruch 14, bei dem der Muster- 
generator (20, 20', 20'') eine Spiegelanordnung (23 - 27) um- 
fasst, die zur Erzeugung eines Interf erenzmusters auf dem Ob- 
jekt (40) eingerichtet ist. 

19. Optisches System gemafi Anspruch 14, bei dem der Muster- 
generator (20, 20', '20'') einen Einrichtung zur Einstellung 
vorbestimmter physikalischer Oder chemischer Bedingungen am 
Objekt (40) entsprechend dem raumlichen Muster umfasst. 

20. Optisches System gemafi Anspruch 14, bei dem eine Ver- 
stelleinrichtung zu Verschiebung des Objekts (40) im raumli- 
chen Muster der Obj ektbedingungen vorgesehen ist. 

21. Optisches System gemafi einem der Anspriiche 14 bis 20, 
bei dem die Beleuchtungseinrichtung (10) eine Blitzlampe, ei- 
nen Laser oder eine Hochdrucklampe umfasst. 

22. Optisches System gemafi einem der Anspriiche 14 bis 21, 
bei dem eine Beleuchtungsoptik (30) und/oder eine Abbildungs- 
optik (50) vorgesehen sind. 

23. Verwendung eines Verfahrens oder eines optischen Systems 
gemafi einem ^der vorhergehenden Anspriiche in Kombination mit 
herkommlichen optischen Mikroskopieverf ahren, insbesondere in 
Kombination mit der Standard-Fernf eldmikroskopie, der Epi- 

f luoreszenzmikroskopie, der Konf okalmikroskopie, der 4Pi- 
Mikroskopie, der Theta-Mikroskopie, der Nahf eldmikroskopie, 
mikroskopischen I 2 M-, I 3 M- und I 5 M-Verf ahren, STED-Verf ahren, 
Multiphotonenmikroskopie, CARS-Verf ahren und SHG- oder THG- 
Mikroskopie . 
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Zusammenfassung 

Es wird ein Verfahren zur Gewinnung einer Obj ektabbildung minde- 
stens eines Objekts (40) beschrieben, wobei mindestens zwei 
Teilbilder des Objekts (40) unter jeweils verschiedenen Objekt- 
bedingungen auf genommen werden, die am Objekt mit raumlichen Mu- 
stern ausgebildet sind, wobei jeweils fur einen Objektpunkt eine 
nicht-lineare Abhangigkeit des vom Objektpunkt her detektierten 
Lichtes von den am Objektpunkt gegebenen Obj ektbedingungen be- 
steht und die Teilbilder unterschiedliche Betrage verschiedener 
Raumf requenzanteile der Ob j ektstruktur enthalten, und aus den 
Teilbildern durch Rekonstruktion der Raumf requenzanteile die ge- 
wiinschte Ob j ektabbildung ermittelt wird. Es werden auch optische 
Systeme zur Umsetzung eines derartigen Verfahrens beschrieben. 
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Teilbilder des Objekts (40) unter jeweils verschiedenen Objektbedingungen aufgenommen werden, die am Objekt mit raumlichen Mustem 
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Verfahren und Vorrichtunq zur Ob j ektabbildunq 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Ob j ektabbildung mit 
hohem raumlichen Auf losungsvermogen, insbesondere ein licht- 
mikroskopisches Abbildungsverf ahren, und Vorrichtungen zur 
Durchfuhrung eines derartigen Verfahrens. 

Das Auf losungsvermogen optischer Abbildungssysteme wird oft 
entscheidend durch die objektseitige Apertur einer Objek- 
tivlinse und deren Brechzahl bestimmt. Von einem Objekt aus- 
gehendes Licht kann nur erfasst werden, wenn es innerhalb des 
Akzeptanzwinkels des Objektivs auf dieses trifft. Je hoher 
das Auf losungsvermogen ist, desto hohere Orts- oder Raumfre- 
quenzen der abzubildenden Ob j ektstruktur konnen erfasst wer- 
den. Die Erfassung der Raumf requenzen wird durch die lichtop- 
tische Transf erfunktion oder Modulationsubertragungsf unktion 
(im Folgenden: OTF) des optischen Systems beschrieben. Die 
OTF gibt an, welche Raumf requenzen, aus denen sich das, Objekt 
mitt els Four iertrans formation zusammengesetzt konstruieren 
lasst, bei der optischen Abbildung erhalten bleiben, bzw. wie 
Raumf requenzanteile geschwacht werden. Das Auf losungsvermogen 
des optischen Systems (z. B. eines Lichtmikroskops ) ist durch 
den Bereich bestimmt, in dem die OTF des Systems nicht ver- 
schwindet. Verschwindet die OTF in Abschnitten des reziproken 
Raumes vollstandig, so ist es unmoglich, ohne zusatzliche An- 
nahmen uber die Ob j ektstruktur (z. B. raumliche Beschrankt- 
heit, Positivitat) die entsprechenden Raumf requenzen in einer 
Objektabbildung zu rekonstruieren . Es besteht allgemein ein 
Interesse an der Ausdehnung der OTF auf einen moglichst gro- 
ften Bereich im reziproken Raum, urn die Auflosung des opti- 
schen Systems zu erhohen. 
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Herkommliche Verfahren zur Erhohung des Auf losungsvermogens 
sind insbesondere auf eine geeignete Wahl der Objektbeleuch- 
tung gerichtet. So wird bspw. beim konfokalen Mikroskop mit 
einem fokussierten Lichtstrahl das Objekt von einer Seite 
moglichst punktweise beleuchtet und gleichzeitig abgetastet 
(gescannt), wobei oft die Detektion mittels einer Blende auf 
einen kleinen Bereich des Objekts begrenzt wird (siehe z. B. 
US-A 4 631 581) . 



Bei dem in EP 0 491 289 beschriebenen 4Pi-Mikroskop wird von 
beiden Objektseiten koharent beleuchtet und je nach Ausf tin- 
rung auch detektiert. Beim Wellenf eldmikroskop wird ublicher- 
weise mit koharenten ebenen Lichtwellen von gegenuberliegen- 
den Seiten beleuchtet (siehe z. B. US-A 4 621 911; F. Lanny 
et al. in „Bioimaging" , Band 1, 1993, Seite 187 ff.; US-A 5 
801 881) . Beim I 5 M-Mikroskop wird sowohl koharent von beiden 
Seiten beleuchtet, als auch koharent detektiert, indem die 
beiden Bilder des Objekts auf einem ort sauf losenden Detektor 
zur Interferenz gebracht werden (siehe US-A 5 671 085; M.G.L. 
Gustafsson et al . in proceedings of SPIE", Band 2655, 1996, 
Seite 62 f f . ) . Von E.H.K. Stelzer et al. in „Opt . Commun" 
Band 111, 1994, Seite 536 ff . und S. Lindeck et al. in hand- 
book of Biological Confocal Microscopy", Herausgeber J.B. 
Pawley, Plenum Press, New York 1995, Kapitel 26, Seite 417 
ff . wird ein Theta-Mikroskop beschrieben, bei dem Licht von 
drei Seiten detektiert wird, wobei mit konfokaler oder 4Pi- 
ahnlicher Beleuchtung gearbeitet wird. Da bei der seitlichen 
Detektion in der Objektebene die Auflosung entlang der opti- 
schen Achse der Beleuchtung besonders groli ist, erhalt man 
insgesamt ein verkleinertes Fokusvolumen . 

Es ist auch bekannt, in stereomikroskopischen Oberf lachento- 
pographie-Verfahren eine raumlich variierende Beleuchtung (z. 
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B. sinus-f ormig variierend) zu verwenden. Durch Verrechnung 
der gemessenen Bilder kann auf die Ober f lachenstruktur des 
Objekts riickgeschlossen werden (siehe z. B. US-A 4 525 858; 
R. Windecker et al. in ^Optical Engineering", Band 36, 1997, 
Seite 3372 ff . ) . 

Ein Verfahren zur hochauf losenden dreidimensionalen Bildge- 
bung durch Erfassung optischer Schnitte des Objekts ahnlich 
zur konfokalen Mikroskopie ist in WO 97/31282 beschrieben. Es 
basiert auf der Aufnahme mehrerer Bilder mit jeweils unter- 
schiedlichen Mustern aus Beleuchtungslochblenden und zugeho- 
rigen Detektionslochblenden . Durch geeignete Rekonstruktions- 
verfahren lasst sich aus den auf genommenen Daten ein Bild be- 
rechnen, das dem eines konfokalen Mikroskops Equivalent ist. 
Dieses Verfahren wird auch als „Aperture Correlation Micros- 
copy" bezeichnet (siehe auch R. Juskaitis et al. in ^Nature" 
Band 383, 1996, Seite 804 ff., T. Wilson et al . in procee- 
dings of the SPIE", Band 2984, 1997, Seite 21 ff.). Aus WO 
98/45745 ist ein Verfahren bekannt, das auf der Beleuchtung 
unter Abbildung eines Beugungsgitters oder mit zwei interfer- 
rierenden Laserstrahlen beruht (siehe auch T. Wilson et al. 
in „Cell Vision", Band 4, 1991, Seite 231 ff.). In der Publi- 
kation von R. Heintzmann et al . in ^Proceedings of SPIE" Band 
3568, 1999, Seite 185 ff. wird ein ahnliches Verfahren zur 
lateralen Erhohung des Auf losungsvermogens eingesetzt. 

Die herkommlichen Techniken besitzen die folgenden Nachteile. 
Die Abbildungsverf ahren sind mit einem relativ groften techni- 
schen Auf wand verbunden. So ist insbesondere bei den 4 Pi-, 
I 5 M- und Theta-Mikroskopen die Justierung besonders schwie- 
rig. Die Verfahren sind aufrerdem nur schwer zu realisieren, 
da sie lediglich mit groftem Aufwand in vorhandene Mikro- 
skopsysteme integrierbar sind. Beim Wellenf eldmikroskop ist 
es ein groftes Problem, dass die OTF in axialer Richtung Be- 
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reiche aufweist, an denen sie verschwinciet . Aufierdem liefert 
das Wellenf eldmikroskop bzw. das 4Pi-Mikroskop in lateraler 
Richt ung, verglichen mit der herkommlichen Epi-Fluoreszenz- 
Mikroskopie bzw. der konfokalen Fluoreszenz-Mikroskopie, kei- 
nen Auflosungsgewinn . 

Des Weiteren sind viele Verfahren ( insbesondere die konfokale 
Laserscanning-4Pi- und Theta-Mikroskopie) mit einem punktwei- 
sen Abrastern des Objekts verbunden. Dies ist zeitauf wendig 
und vor allem bei der Bildgebung zeitabhangiger Vorgange pro- 
blematisch. Abtastende Verfahren benotigen sehr schnelle De- 
tektoren (z. B. Photomultiplier) , die jedoch gegenuber lang- 
sameren Detektoren mit Ortsauf losung (z. B. CCD's) oft eine 
deutlich niedrigere Detektionsef f izienz besitzen. Bei der 
Fluoreszenz-Mikroskopie kommt noch erschwerend hinzu, dass 
die sinnvolle Beleuchtungsstarke durch die maximale Anre- 
gungsrate der Farbstoffe im Fokus beschrankt ist. Dies be- 
grenzt die maximale Abtastgeschwindigkeit zusatzlich. 

Es sind auch mikroskopische Abbildungsverf ahren auf der Basis 
nicht-linearer Effekte bekannt. So wird bspw. in US-A-5 034 
613, US-A-5 777 732, US-A-5 828 459 und US-A-5 796 112 die 
sog. Mehrphotonen-Mikroskopie beschrieben. Der konfokale Ef- 
fekt wird dabei durch die gleichzeitige Absorption mehrerer 
Photonen an bestimmten Objektorten erzielt. Andere Techniken 
basieren auf der stimulierten Emission (siehe US-A-5 731 588, 
DE-OS 44 16 558) oder dem Entvolkern des Grundzustandes von 
Fluoreszenz-Molekulen, indem diese gezielt in den langerlebi- 
gen Triplett zustand gepumpt werden (siehe S.W. Hell et al . in 
^Applied Physics B", Band 60, 1995, Seite 495 ff.). 

Mit den Verfahren auf der Grundlage nicht-linearer optischer 
Effekte konnte bisher keine erhebliche Erhohung des Auflo- 
sungsvermogens erreicht werden. Dies hangt insbesondere damit 
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zusammen, dass zur Erzielung von Mehrphotonen-Absorptionen 
die einzelnen Photonen relativ geringe Energien und somit 
grofte Wellenlangen besitzen miissen. Aufrerdem ist die Obertra- 
gungseffienz bei hohen Raumf requenzen im Allgemeinen sehr 
schlecht, weil typischerweise nur ein sehr kleiner Teil des 
Beleuchtungsmusters hohe Raumf requenzen enthalt. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein verbessertes Abbil- 
dungsverf ahren mit einem hohen Auf losungsvermogen anzugeben. 
Das Verfahren soil insbesondere die o. g. Nachteile herkomm- 
licher Mikroskopie-Verf ahren uberwinden, mit einem verein- 
fachten technischen Aufwand realisierbar sein, eine schnelle 
Bildaufnahme auch zeitabhangiger Vorgange erlauben und mit 
herkommlichen optischen Systemen kompatibel sein. Das erfin- 
dungsgemaiie Verfahren soli des Weiteren ermoglichen, bekannte 
mikroskopische Verfahren unter Beibehaltung ihrer jeweiligen 
Vorteile so zu erweitern, dass das Auf losungsvermogen zusatz- 
lich gesteigert wird. Die Aufgabe der Erfindung ist es auch, 
ein optisches System zur Durchfuhrung derart verbesserter 
Verfahren anzugeben . 

Diese Aufgaben werden durch ein Verfahren und ein optisches 
System mit den Merkmalen gemali den Patentanspruchen 1 bzw. 14 
gelost. Vorteilhafte Ausf iihrungsf ormen und Verwendungen der 
Erfindung ergeben sich aus den abhangigen Anspriichen. 

Die Grundidee der Erfindung ist es, zur Gewinnung einer Ob- 
jektabbildung (Bild einer Ob j ektstruktur ) mindestens zwei 
Teilbilder eines Objekts unter jeweils verschiedenen Objekt- 
bedingungen aufzunehmen, die am Objekt mit raumlichen Mustern 
ausgebildet sind, wobei jeweils fur einen Objektpunkt eine 
nicht-lineare Abhangigkeit des vom Objektpunkt her detektier- 
ten Lichtes von den am Objektpunkt gegebenen Ob j ektbedingun- 
* gen besteht und die Teilbilder unterschiedliche Beitrage ver- 
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schiedener Raumf requenzanteile der Ob j ektstruktur enthalten, 
und aus den Teilbildern durch Rekonstruktion der Raumfre- 
quenzanteile die gewunschte Ob j ektabbildung zu gewinnen. Die 
Einstellung von Ob j ektbedingungen mit verschiedenen raumli- 
chen Mustern zur Erfassung der verschiedenen Teilbilder be- 
sitzt den Vorteil, dass virtuell nieder- und hbherf requente 
Raumf requenzanteile im Muster der Ob j ektbedingungen erzeugt 
werden, an die die Raumf requenzanteile der Ob j ektstruktur ge- 
koppelt sind. Durch diese Kopplung werden die Raumf requenzan- 
teile der Ob j ektstruktur in Bezug auf das Raumf requenzinter- 
vall verschoben, das entsprechend der lichtoptischen Trans- 
ferfunktion (OTF) fur eine Bilderf assung of fen ist. Aus den 
Teilbildern kann die vollstandige Ob j ektabbildung mit einem 
entsprechend er we iter ten Raumf requenzbe re ich rekonst ruiert 
werden . 

Durch Ausnutzung eines nicht-linearen Zusammenhangs zwischen 
vom Objekt ausgehenden Licht und dem lokalen, ob j ektpunktbe- 
zogenen Wert einer weiteren raumlichen veranderlichen Grofie 
(z. B. der lokalen Einstrahlungs- oder Beleuchtungsintensi- 
tat) lasst sich der vom Gesamtsystem effektiv ubertragene 
Raumf requenzbereich betrachtlich erweitern. Durch lokale Va- 
riation der Einf lussgrofte und die Aufnahme mehrerer Teilbil- 
der lasst sich eine Ob j ektabbildung rekonstruieren, deren 
Auflosung aufgrund der Nicht-Linearitat fundamental hoher als 
die durch das Abbe-Limit gegebene Auflosung ist. Zur Erzeu- 
gung nicht-linearer Effekte konnen verschiedene Moglichkeiten 
anwendungsabhangig gewahlt werden. Ebenfalls ist die Gewin- 
nung der Ob j ektabbildung aus den Teilbildern anwendungsabhan- 
gig mit verschiedenen Arten der Datenauswertung moglich. 

Ein wichtiges Merkmal der Erfindung ist die Einstellung vor- 
bestimmter Ob j ektbedingungen mit verschiedenen raumlichen Mu- 
stern. Am Objekt werden entsprechend dem jeweiligen Muster 
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punktweise Obj ektbedingungen eingestellt , von denen das er- 
fasste Licht nicht-linear abhangig ist. GemafJ einer ersten 
Ausf iihrungsf orm der Erfindung ist die Einstellung vorbestimm- 
ter Obj ektbedingungen die Bildung eines raumlichen Musters 
mindestens einer Ob jektbedingung, von der die erfasste Licht- 
menge jeweils nicht-linear abhangig ist. Gemaft einer abgewan- 
delten Ausf iihrungsf orm der Erfindung umfasst die Einstellung 
vorbestimmter Ob j ektbedingungen die Erzeugung eines raumli- 
chen Musters von mindestens zwei verschiedenen Objektbedin- 
gungen, wobei eine Abhangigkeit der erfassten Lichtmenge von 
einer multiplikativen Verknupfung der Obj ektbedingungen und 
eine lineare oder eine nicht-lineare Abhangigkeit der erfass 
ten Lichtmenge von jeder der Ob j ektbedingungen besteht. All- 
gemein wird von einer multi-linearen Abhangigkeit des erfass 
ten Lichtes (z. B. der erfassten Lichtintensitat oder Licht- 
phase) gesprochen . 

Die Zahl der Teilbilder ist abhangig von der Zahl der bei de 
Bildrekonstruktion mefibaren und anwendungsabhangig zu beruck 
sichtigenden Raumf requenzanteile im Muster des vom Objekt 
ausgesandten Lichtes. Diese Zahl ist insbesondere von der 
verwendeten Ob j ektbedingung zur Einfuhrung der Nicht- 
Linearitat und von der Qualitat des realisierten Abbildungs- 
verfahrens abhangig. Betragt die Anzahl der genannten Raum- 
f requenzanteile Z, so sind in der Regel mindestens Z Teilbil 
der aufzunehmen. Es kann aber fallabhangig auch ausreichend 
sein, weniger Teilbilder aufzunehmen, wenn genugend Informa- 
tionen zur Rekonstruktion der Ob j ektabbildung vorliegen. Die 
Zahl der Teilbilder wird fest eingestellt oder automatisch i 
Abhangigkeit von der Qualitat der gewonnenen Ob j ektabbildung 
und/oder manuell vom Nutzer des optischen Systems einge- 
stellt . 
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Das erfindungsgemafie Verfahren umfaJit insbesondere die fol- 
genden Schritte: (a) Anpassung der im Objekt herrschenden Be 
dingungen, die das von einem Objektpunkt ausgehende Licht zu 
beeinflussen imstande sind derart, daft eine nicht-lineare Ab 
hangigkeit der von einem Objektpunkt detektierten Lichtinten 
sitat von dem Wert eines in mindestens einer Ob j ektbedingung 
enthaltenen raumlichen Musters in mindestens einem detektier- 
ten Wert hervorgerufen wird oder eine jeweils zu einem Wert 
lineare Abhangigkeit der von diesem Objektpunkt detektierten 
Lichtintensitat von den Werten mindestens zweier raumlicher 
Muster hervorgerufen wird, (b) Aufzeichnung mindestens eines 
Einzelbildes unter diesen Obj ektbedingungen, (c) Andern der 
Objektbedingungen derart, daft unterschiedliche durch das Auf- 
nahmeverf ahren abgebildete Raumf requenzanteile des Objekts 
sich in ihrer Amplitude und/oder Phasenbeziehung zueinander 
verandern, (d) Aufzeichnung wenigstens eines weiteren Einzel- 
bildes unter jeweils gemaii (c) veranderten Objektbedingungen, 
und (e) Auswertung der gemessenen Bilder, indem die sich in 
den Einzelbildern unterschiedlich auspragenden Objektbedin- 
gungen genutzt werden, urn Inf ormationen iiber das Objekt zu- 
ruckzugewinnen, die zu Raumf requenzen des Objekts gehoren, 
welche durch eine einfache Abbildung mit dem Aufnahmeverf ah- 
ren nicht zuganglich waren . 

Ein erfindungsgemafces optisches System zur Obj ektabbildung 
zeichnet sich insbesondere durch einen Mustergenerator, der 
zur Einstellung und Veranderung vorbestimmter raumlicher Mu- 
ster von Objektbedingungen eingerichtet ist, von denen das 
von einem Objekt detektierte Licht nicht-linear abhangig ist, 
und einen Bildgenerator zur Rekonstruktion der Obj ektabbil- 
dung aus den erfassten Teilbildern aus . 



Die Erfindung besitzt die folgenden Vorteile. Die Gewinnung 
von Objektabbildungen ist relativ einfach realisierbar . Die 
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Justierung des optischen Systems beschrankt sich auf einen 
minimalen Justierungsaufwand. Die Erfindung kann durch Nach- 
riistung bestehender Abbildungssysteme implementiert werden. 

Von besonderem Vorteil ist, dass hohe Raumf requenzen, die in 
Abbildungsobjektiven ggf. stark unterdruckt werden, nun durch 
die Verschiebung im Frequenzraum effizienter detektiert wer- 
den konnen. Zusatzlich zum lateralen Auf losungsgewinn ergibt 
sich auch ein axialer Auf losungsgewinn und die Moglichkeit, 
zur optischen Achse senkrecht stehende Ebenen in axialer 
Richtung zu diskriminieren . Damit liefert di.e Erfindung vor- 
teilhafte Verwendungen wie die Konf okalmikroskopie . Auch in 
axialer Richtung ergibt sich bei Ausnutzung der nicht- 
linearen Abhangigkeit der erfassten Lichtmenge von den Ob- 
j ektbedingungen die Moglichkeit zu einem erheblichen Auf lo- 
sungsgewinn . 

Die Erfindung ist mit Vorteil in Kombinat ion mit her kommli- 
chen Abbildungsverf ahren, insbe sonde re Mi kroskopieverf ahren, 
anwendbar. Dies betrifft insbesondere die o. g. Techniken und 
die Absorptionsmikroskopie, die Ref lekt ionsmikroskopie , die 
ortsauf geloste Abbildung von Fluoreszenzlebensdauern (sog. 
^Fluorescence Lifetime Imaging"), die Mehrphotonenmikrosko- 
pie, Interf erenzmikroskopie, Konf okalmikroskopie usw. . 

Das erf indungsgemafie Abbildungsverf ahren besitzt eine hohe 
Geschwindigkeit der Bildauf nahme . Die Bildgebung kann z. B. 
mit einer CCD-Kamera an alien Ob j ektpunkten in der Bildebene 
gleichzeitig erfolgen und ist daher deutlich schneller mog- 
lich, als bei abtastenden Verfahren. 

Die Erfindung ist unter Verwendung der verschiedenartigsten 
nicht-linearen Effekte realisierbar . Bspw. kann in einem 
Fluoreszenzmikroskop die Beleuchtung mit einer derartigen In- 
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tensitat erfolgen, dass Fluoreszenzf arbstof f e im Objekt ge- 
sattigt werden. Dies ermoglicht auch, verschiedene Farbstoffe 
Oder Farbstoffe in verschiedenen Umgebungen (z. B. in ver- 
schiedenen Bindungsgzustanden) , die sonst schlecht zu unter- 
scheiden waren, aufgrund verschiedener nicht-linearer Eigen- 
schaften (Sattigungseigenschaf ten) zu diskriminieren . 



Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden im 
Folgenden aus der Beschreibung der beigefugten Zeichnungen 
ersichtlich. Es zeigen: 



Figur 1 eine Illustration der Ob j ektbeleuchtung im 

reziproken Raum bei sinusf ormiger Beleuch- 
tung mit geringer Intensitat, 

Figur 2 eine Illustration der Ob jektbeleuchtung im 

reziproken Raum bei einem nicht-linear ver- 
zerrten Anregungsmuster, 

Figur 3 eine Blockdarstellung eines erf indungsgema- 

fien opt is chen Systems , 

Figur 4 Einzelheiten eines optischen Systems gemaft 

einer ersten Ausf uhrungsf orm der Erfindung, 

Figur 5 Einzelheiten eines optischen Systems gemafl 

einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfin- 
dung, 

Figuren 6 und 7 Simulationsergebnisse zur Illustration eines 

erf indungsgemaften Verfahrens, 



Figur 8 



eine Kurvendarstellung zur Illustration 
lateralen Auf losungsvermogens , 



des 



WO 00/52512 



11 



PCT/EP00/01806 



Figur 9 eine Kurvendarstellung der effektiven Ge- 

samt-OTF eines erf indungsgemaften optischen 
Systems (mit Rekonst ruktion) , und 

Figur 10 Beispiele voir Objektabbildungen . 

Die Erfindung wird im Folgenden zunachst anhand der theoreti 
schen Grundlagen und anschlieliend an verschiedenen Beispiele 
erlautert. Die Erfindung ist nicht auf die gegebenen Ausfiih- 
rungsbeispiele beschrankt. Insbesondere im Rahmen der folgen 
den Begrif f sbestimmung sind abgewandelte Ausf iihrungsf ormen 
unter entsprechend variierten Obj ektbedingungen anwendungsab 
hangig realisierbar . 

Der bei einer optischen Abbildung zu erfassende Gegenstand 
oder Teilabschnitte des Gegenstands werden im Folgenden all- 
gemein als „Objekt" bezeichnet. Objekte sind insbesondere al 
le Formen von biologischen oder synthetischen Proben, wie si 
mit herkommlichen Abbildungsverf ahren und ortsauf losenden 
Analyseverf ahren, insbesondere Mikroskopie und Spektroskopie 
Verf ahren, untersucht werden. Anwendungen ergeben sich z. B. 
in der Biologie, Medizin, Chemie, Halbleitertechnik, Einzel- 
molekulspektroskopie u. dgl . . Das Objekt kann fest, flussig 
oder auch gasformig sein. 

Unter „Ob j ektbedingungen" werden allgemein alle Parameter 
und/oder Bedingungen am Ort des Objektes verstanden, mit de- 
nen eine oder mehrere Eigenschaf ten des vom Objekt ausgehen- 
den Lichtes beeinf lussbar sind. Zu diesen Eigenschaf ten zah- 
len insbesondere die Intensitat, der Polarisat ionszustand, 
die Phase, die Farbe, die Pulsform, die Pulslange, der Koha- 
renzgrad, die Photonenkorrelation und dergleichen. Objektbe- 
dingungen konnen inharente physikalische oder chemische Ei- 
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genschaften des Objekts, wie z. B. eine bestimmte stoffliche 
Zusammensetzung, eine Temperaturverteilung oder eine Druck- 
verteilung, oder von aufien aufgepragte Parameter, wie z. B. 
die Beleuchtungsintensitat auf der Ob j ektoberf lache oder im 
Objekt, umfassen. 

Die Ausbildung der Ob j ektbedingungen mit einem raumlichen Mu- 
ster bedeutet, dafi die Ob j ektbedingungen mit einer bestimmten 
Ortsabhangigkeit beschrieben werden konnen. Das Muster kann 
durch eine Struktur (z. B. ein Punkt- oder Strichmuster ) cha- 
rakterisiert sein oder auch strukturlos sein. (fur alle Ob- 
jektpunkte gelten die gleichen Objektbedingungen) . Die Auf- 
nahme von Teilbilder unter verschiedenen Objektbedingungen 
bedeutet, daft zwischen den Aufnahmen das Muster an sich (z. 
B. mit einem DMD-Ref lektor , s. u.), die Position und/oder 
Orientierung des Musters relativ zur Probe (z. B. mit einem 
verschiebbaren Beugungsgitter , s. u.) und/oder eine Intensi- 
tatseigenschaf t des Musters (z. B. mit einer Variation der 
Intensitat der Ob jektbeleuchtung, s. u.) verandert wird. 

Eine ^nicht-lineare Abhangigkeit " des vom Objekt ausgehenden 
bzw. mit einem Detektor erfassten oder detektierten Lichtes 
ist gegeben, wenn dessen Lichtintensitat von der jeweiligen 
Objektbedingung Ort der Lichtaussendung (oder -streuung oder 
dergleichen) messbar keinem einfachen linearen Modell folgt. 
In einer Funktionenentwicklung, z. B. Taylor-Entwicklung 
(siehe unten) , des detektierten Lichts treten Terme hoherer 
Ordnung auf. Gemaft den o. g. Ausf uhrungsf ormen der Erfindung 
kann eine nicht-lineare Abhangigkeit der Lichtintensitat je- 
weils von einer Objektbedingung oder eine lineare Abhangig- 
keit der Lichtintensitat von mehreren Objektbedingungen gege- 
ben sein. Im letzteren Fall treten in der Funktionenentwick- 
lung Mischterme auf, die die unten erlauterte Erweiterung der 
detektierbaren Ob j ekt-Raumf requenzen erlauben. 
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Die „detektierte Licht intensitat vx , die die vom Detektor ge- 
messene Lichtintensitat ist, kann anwendungsabhangig je nach 
Funktionalitat des Detektors von der am Ort des Detektors 
herrschenden mittleren Lichtintensitat abweichen, wenn z. B. 
zeitlich moduliert detektiert wird oder ein rohes Detektorsi- 
gnal mit anderen Signalen korreliert wird (2. B. durch Lock- 
In-Technik) . 

Unter einem „Teilbild xx oder „Einzelbild" werden allgemein 
Bilddaten verstanden, die mit einem in weitesten Sinne abbil- 
denden lichtopt ischen Verfahren aufgenommen wurden. Es kann 
sich dabei um einen einzelnen Datenpunkt, mehrere an ein oder 
verschiedenen Ob j ektpunkten aufgenommene Datenpunkte oder Da- 
tenpunktbereiche in ein, zwei, drei oder mehr Dimensionen 
handeln. Die er f indungsgemaJie Anderung von Ob j ektbedingungen 
bei Aufnahme verschiedener Teilbilder kann sich auf eine An- 
derung oder Modulierung bei jedem Datenpunkt, fur Abschnitte 
oder Gruppen von Datenpunkten oder fur ganze zwei- oder drei- 
dimensionale Bilder oder sogar Zeitserien vorgesehen sein. 

Unter „detektierbaren Raumfrequenzanteilen" werden allgemein 
die Anteile des Frequenzraums der Fouriertransf ormierten des 
Objekts verstanden, die mit dem jeweils angewendeten Abbil- 
dungsverf ahren prinzipiell detektierbar sind. 

Die Erfindung erlaubt nicht nur eine Ob j ektabbildung mit er- 
hohtem Auf losungsvermogen, sondern auch die Gewinnung von 
^Informationen uber das Objekt". Hierunter werden insbesonde- 
re die raumliche Verteilung einer oder mehrerer Eigenschaf ten 
des Objekts oder auch andere Parameter, wie z. B. die Positi- 
on eines von seiner Struktur her bekannten Teilobjekts im 
Raum oder die Zusammenset zung des Objekts, verstanden. 
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Grundlagen der Bilderf assung 

Die Bildaufnahme wird im Folgenden am Beispiel der Fluores- 
zenzmikroskopie erlautert. In der Fluoreszenzmikroskopie wer- 
den Objekte abgebildet, die mit Fluoreszenzf arbstof f en mar- 
kiert sind Oder selbststandig f luoreszieren . Je nach Objekt- 
struktur und/oder Markierungstechnik sammeln sich z. B. Mar- 
kierungsf arbstof fe in bestimmten Teilbereichen (z. B. im 
Zellkern einer biologischen Zelle) . Zur Bildaufnahme wird das 
Objekt mit einer geeigneten Anregungswellenlange bestrahlt 
und die emittierte Fluoreszenzstrahlung detektiert. Fluores- 
zenzf arbstof fe emittieren mit einer Intensitat, die in ersten 
Naherung proportional zur Intensitat des am Ort des Farb- 
stoffs eingestrahlten Lichtes ist. Die Emission erfolgt im 
Unterschied zur Absorptionsmikroskopie, Ref lektionsmikrosko- 
pie oder auch Phasenkontrastmikroskopie im allgemeinen inko- 
harent zueinander. Unter Annahme einer Proportionality zwi- 
schen der an einem Objektpunkt ausgestrahlten Fluoreszenzin- 
tensitat zur dort eingestrahlten Lichtintensitat des Anre- 
gungslichts lasst sich ein detektiertes Bild I m (x) (riickuber- 
setzt in Obj ektraumkoordinaten x) wie folgt beschreiben. Die 
ortsabhangige Beleuchtungsintensitat (Bel(x)) wird mit der am 
jeweiligen Objektpunkt vorhandenen Farbstof f konzentration 
Obj(x) (Objektstruktur) multipliziert und das Ergebnis mit 
der Punktbildfunktion <„Point Spread Function", PSF) des ab- 
bildenden Systems gefaltet (siehe Gleichung (1)). 

I m (x) = PSF(x) <8> (Bel(x) • Obj(x)) ( 1} 

Im reziproken Raum ubersetzt sich dies in die Faltung der 
fouriertransformierten Beleuchtungsf unktion F(Bel(x)) mit der 
fouriertransformierten Obj ektf unktion F(Obj(x)) und anschlie- 
Bende Multiplikation mit der lichtoptischen Transf erf unktion 
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OT F (ic) (F bezeichnet hier und im Folgenden die Fourierforma- 

tion, die Koordinaten im reziproken Raum werden mit k be- 
zeichnet) . Analog zu Gleichung (1) ergibt sich: 

F(I B (5)) = OTF(k) ' (F(Bel(x)) (8> F(Obj(x))) 

Verallgemeinert auf andere Mikroskopieverf ahren bedeutet 
Obj (x) den jeweiligen Wert oder die Dichte der Eigenschaf ten 
des Objekts, die zu erfassen ist, und PSF(x) die effektive 
Punktbildf unkion des gesamten Systems (Bildauf nahme und -re- 
konstruktion) . Auch bei iterativen oder nicht-linearen Rekon 
struktionsverf ahren gilt dies oft noch naherungsweise . 

In herkommlichen abbildenden Systemen ist der im Wert von 
Null verschiedene Bereich der OTF, der auch als „Trager" be- 
zeichnet wird, durch die numerische Apertur und die Wellen- 
lange des abzubildenden Lichts auf einen gewissen Raumfre- 
quenzbereich eingeschrankt (siehe auch US-A-5 671 085) . Glei 
chermaften ist auch die Fouriertranf ormierte der Beleuchtungs 
funktion F(Bel(x)) in der Ausdehnung ihres Tragers durch die 
Lichtwellenlange und ggf. Aperturen des Beleuchtungssystems 
eingeschrankt . 

Erf indungsgemaft ist nun vorgesehen, den effektiven Bereich 
von detektierbaren Raumf requenzen des Objekts F(Obj(x)) („Ob- 
jekt-Raumf requenzen") auf der Grundlage der folgenden liberie 
gungen zu erweitern. Bei Einfiihrung einer nicht-linearen Ab- 
hangigkeit der erfassten Lichtintensitat von den Objektbedin 
gungen ist der rechte Teil von Gleichung (1) verallgemeinert 
gemaft den Ausdrucken (2) bzw. (3) zu schreiben: 
PSF(x)® I^fobjCx), b(x)) (2 ) 
<=> OTF(k) ' F(l em (0bj(x), b(x))) (3) 
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Entsprechend dem Ausdruck (2) wird kein linearer Zusammenha 
zwischen der von einem Objektpunkt ausgehenden Lichtintensi 
tat I em (x) und der dort eingestrahlten Lichtintensitat (ent- 
halten in b(x) ) vorausgeset zt . Vielmehr ist nun I e m(x) eine 
allgemeine Funktion des Wertes der zu erfassenden Objekt- 
struktur und anderer Faktoren b(x) , die die nicht-linearen 
Bedingungen reprasentieren . Der Vektorpfeil uber b soli an- 
deuten, dass es sich urn mehrere Bedingungen oder Eigenschaf- 
ten bi handeln kann. Ein wichtiger Faktor b± ist die am Ort 
eingestrahlte Lichtintensitat Bel(x). Andere Faktoren werden 
unten beispielhaft genannt. Gemaft Gleichung (4) wird I em (x) 
als Taylor-Reihe mit konstanten Koef f izienten c± angenahert 
ausgedriickt : 

x em(x) = c 0 + c, • Obj(x) + c 2 " b,(x) + c 3 * Obj(x) - b 2 (x) 
+ c 4 • Obj(x) 2 * b,(x) + c 5 ■ Obj(x) ' b 2 (x) 2 + . . . 

+ c 6 • Obj(x) * b,(x) 3 + . . . (4) 

Zur vereinf achten Darstellung wird in Gleichung (4) nur auf 
eine nicht-lineare Bedingung bi(x) Bezug genommen. Anwen- 
dungsabhangig konnen weitere Bedingungen in den Prozess der 
Aussendung von Licht vom jeweiligen Objektpunkt involviert 
sein. In diesem Fall treten entsprechende Terme auch in der 
Entwicklung gemaB Gleichung (4) auf, so insbesondere auch 
Mischterme wie z. B. c 5b * Obj(x) ■ b,(x) * b 2 (x) . Der Term nach c 3 
ist gerade der in Gleichung (1) genannte Ausdruck, wenn als 
nicht-lineare Ob j ektbedingung b 1 (x) = Bel(x) angenommen wird. 
Die Fouriertransf ormierte der ausgesandten Lichtintensitat 
F(l em (obj(x), 5(5))) enthalt demnach analog zu Gleichung (1) den 
Term c 3 • F(Bel(x)) ® F(Ob j(x)) . 
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Die Fouriertranf ormierte der Beleuchtungsintensitat F(Bel(x)) 

ist als Summe einer Vielzahl von einzelnen 6-Funktionen dar- 
stellbar. Je nach dem aktuellen Beleuchtungsmuster werden al- 
so Telle der f ouriertransf ormierten Ob j ekt f unktion F(obj(x)) 
durch die Faltung mit der f ouriertransf ormierten Beleuch- 
tungsf unktion verschoben und mit entsprechendem Gewicht auf- 
addiert. Dies ist in Figur 1 illustriert. 

Figur 1 zeigt die Struktur der Anregungsverteilung im rezi- 
proken Raum bei sinusfdrmig verteilter, geringer Beleuch- 
tungsintensitat entsprechend einer herkommlichen, raumlich 
gemusterten Beleuchtung. Die nach oben gerichteten Pfeile be- 
zeichnen die Maxima, die aus der sinusf ormigen Anregung her- 
riihren ( Fouriertransf ormierte der Sinusf unktion) . Zusatzlich 
ist die an das Maximum k b „gekoppelte" Struktur der Fourier- 
transf ormierten der Ob jektf unktion F(obj +1 (k)) eingezeichnet . 
Die an die anderen Maxima gekoppelten Fouriertransf ormierten 
der Objektf unktion sind aus Ubersichtlichkeitsgriinden nicht 
eingezeichnet . Tatsachlich ist jedoch, da Obj(k) mit den vir- 
tuellen Raumf requenzteilen im Muster der Ob j ektbedingungen im 
reziproken Raum zu falten ist, Obj(k) an jedes virtuelle Ma- 
ximum „gekoppelt^ . Nur der mittlere Teil an emittierten Raum- 
frequenzen (als Trager der OTF eingezeichnet) ist der Detek- 
tion zuganglich. 

In Figur 1 ist beispielhaft illustriert, wie aus der Summe 
entsprechend der genannten Faltung durch die optische Abbil- 
dung (Multiplikation mit der raumf requenzbegrenzten OTF) der 
detektierbare Bereich festgelegt ( „ausgestanzt ^ ) wird. Der 
Bereich detektierbarer Ob j ekt-Raumf requenzen wird bei Be- 
leuchtung mit einem bestimmten Muster deutlich gegenuber dem 
Fall einer gleichmaftigen Beleuchtung erweitert. Mit den unten 
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erlauterten Rekonstruktionsverf ahren lassen sich die verscho- 
benen Ob j ekt-Raumf requenzen wieder zu einem konsistenten Bild 
zusammenset zen . 

Entsprechend Gleichung (4) liefern im nicht-linearen Fall 
aber auch Terme hoherer Ordnung in b^x) Beitrage zu I em wie 
z. B. die Terme mit den Faktoren c 5 bzw. c 6 . Die Fourier- 
transformierten dieser Terme sind auch in F(l em (ob j(x), b(x))) 
enthalten. Mit b 2 (x) = Bel(x) erhalt man im Ausdruck (2) auch 
den Term c 5 • [F(Bel(x» O F(Bel(x))] ® F(Obj(x)) . Mit einem gewissen 
Anteil im Bild ist es jetzt moglich, Raumf requenzen des Ob- 
jekts zu messen, die vorher noch nicht zuganglich waren, da 
sie durch die Faltung mit der raumf requenzbegrenzten Funktion 
F(Bel(x)) noch nicht in den mittels OTF detektierbaren Bereich 
geschoben werden konnten. Die Ausdehnung des Tragers von 
F(Bel(x)) ® F(Bel(x)) kann nun aber entsprechend grofier sein, wo- 
durch sich auch hohere Raumf requenzen in den der OTF entspre- 
chenden Bereich verschieben und so in der Abbildung messbar 
sind. Weitere hohere Ordnungen wirken sich entsprechend in 
weiteren Faltungen mit den Fouriertransf ormierten der b^x) 
aus, so dass noch hohere Ob j ekt-Raumf requenzen detektierbar 
sind. Im Prinzip ist es moglich, beliebig hohe Raumf requenzen 
des Objekts zu detektieren und damit die Auflosung beliebig 
zu erhohen, soweit entsprechende Koef f izienten in der Rei- 
henentwicklung gemaft Gleichung (4) vorhanden sind. In der 
Praxis wird die bei der Rekonstruktion erzielbare Auflosung 
jedoch oft durch das bei den hohen Ob j ekt-Raumf requenzen er- 
reichbare Signal-Rausch-Verhaltnis begrenzt . 

Das effektive Auftreten nieder- und hoherf requenter Komponen- 
ten des Beleuchtungsmusters im reziproken Raum ist in Figur 2 
am Beispiel der Fluoreszenzmikroskopie dargestellt. Wird das 
Objekt mit einer genugend hohen Beleuchtungsintensitat be- 
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strahlt, so ergibt sich eine nicht-lineare Abhangigkeit der 
Fluoreszenzemission von der Anregungsintensitat (Sattigung 
der Fluoreszenz) und damit ein Muster der Anregbarkeit von 
Fluoreszenz (im Folgenden: Anregungsmuster ) eines bestimmten 
Farbstoffes, das grundsat zlich aus unendlich vielen (virtuel 
len) Maxima im reziproken Raum besteht, deren absolute Hohe 
allerdings mit steigendem |kj schnell abnimmt . Wie oben am 
Beispiel der relativ schwachen Anregungsintensitat (linearer 
Fall, Figur 1) erlautert, ist die Ob j ektf unktion an jede der 
Komponenten der Beleuchtungsf unktion gekoppelt. In einem als 
Teilbild I em auf genommenem Detektorsignal sind also alle In- 
formationen, insbesondere liber die interessierenden hochfre- 
quenten Ortsf requenzen der Ob j ektf unktion enthalten. Die 
Ruckgewinnung dieser Inf ormationen wird unten in Zusammenhan 
mit der Bildrekonstruktion beschrieben. 

Figur 2 illustriert die Struktur der Anregungsverteilung im 
reziproken Raum bei einem nicht-linear verzerrten Anregungs- 
muster. Zu dem virtuellen Maximum n = +2 entsprechend 2k b ist 
eine gekoppelte Struktur der Fouriertransf ormierten der Ob- 
jektfunktion eingezeichnet (obj +2 (k)). Praktisch ist Obj(k) wie- 
derum an jedes Maximum gekoppelt (aus Ubersichtlichkeitsgriin- 
den nicht dargestellt) und mit verschobenen, unterschiedlich 
intensiven und phasengedrehten Versionen von sich selbst 
uberlagert. Nur der mittlere Teil an emittierten Raumf requen- 
zen (Trager der OTF) ist der Detektion zuganglich. 

Das Ziel der optischen Abbildung ist die Gewinnung einer Ob- 
jektabbildung, d. h. der das Objekt beschreibenden Funktion 
Obj(x). Diese Funktion muss aus den gemessenen Teilbildern I m 
rekonstruiert werden. Die Rekonstruktion der Ob j ektabbildung 
basiert darauf, dass die Faktoren b ± (x) aus den Teilbildern I m 
extrahiert werden Oder unabhangig von der Bildaufnahme be- 
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kannt sind. Die erf indungsgemafie Unterscheidung der Faktoren 
b^x) von der das Objekt beschreibenden Funktion Obj(x) er- 
folgt, indera die Faktoren b ± , d. h. die oft raumlich gemu- 
sterten Obj ektbedingungen, variiert werden. 

Die Variation der Obj ektbedingungen kann auf verschiedene Ar- 
ten erfolgen. Eine erste Mbglichkeit besteht darin, b^x) als 
ein raumliches Muster auszubilden, das am Objekt zur Aufnahme 
verschiedener Teil- oder Einzelbilder jeweils verschoben 
wird. Alternativ ist es aber auch moglich, die Starke des Mu- 
sters (Kontrast der eingestellten Obj ektbedingungen am gesam- 
ten Objekt) oder die Form des Musters jeweils fur die Aufnah- 
me von Teilbildern zu verandern. In jeden Falle werden die in 
der Entwicklung gemafJ Gleichung (4) gezeigten Komponenten un- 
terscheidbar . 

Die Bilderfassung des erf indungsgemafien Erfahrens basiert auf 
der Aufnahme von mindestens zwei Teilbildern mit verschiede- 
nen Obj ektbedingungen, unter denen die Faktoren b A (x), mit 
denen die erfasste Lichtintensitat in nicht-linearem Zusam- 
menhang steht, variiert werden. Die Rekonstruktion der Ob- 
jektabbildung aus den Teilbildern wird im Folgenden erlau- 
tert . 

Rekonstruktion der Ob j ektabbildung 

Gemail einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung werden 
die in der Taylor-Entwicklung gemaft Gleichung (4) enthaltenen 
Terme, soweit sie einen messbaren Einfluss besitzen, durch 
das Losen eines Gleichungssystems ermittelt und so voneinan- 
der getrennt. Das Gleichungssystem, dessen Ermittlung unten 
im Einzelnen erlautert ist, lasst sich trotz der Multiplika- 
tion mit der OTF an jedem Punkt im Bereich des Tragers der 
OTF im reziproken Raum bestimmen und im Prinzip losen. Durch 
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Verschiebung in Fourierraum (oder durch Multiplikat ion mit 
exp(iAkx) im Ortsraum, Ak : Frequenzraum-Verschiebevektor ) 
konnen die individuellen Komponenten dann so zusammengesetzt 
werden, dass sich ein hochauf losendes Bild ergibt. Dieses 
kann ggf. mit weiteren Dekonvolutionstechniken verarbeitet 
werden, urn die Bildqualitat weiter zu steigern. 

Wie schon aus US-A-5 671 085 bekannt ist, ergibt die Beleuch- 
tung des Objekts mit einem Muster aus moglichst hohen Raum- 
frequenzen eine Auf losungserhohung gegeniiber der herkommli- 
chen Lichtmikroskopie . Durch die erf indungsgemaiie Ausnutzung 
eines nicht-linearen Zusammenhangs zwischen der Starke eines 
Musters, z. B. Werten bestimmter Ob j ektbedingungen, an einem 
Objektpunkt und der von diesem Objektpunkt ausgehenden (emit- 
tierten bzw. gestreuten) Lichtintensitat ist es moglich, ein 
Bild mit einer noch hdheren Ortsauf losung zu berechnen. 

Ein Beispiel fur die Bildung eines Musters von Objektbedin- 
gungen ist bei der Anregung von Fluoreszenz mit einer ortsab- 
hangigen Verteilung intensiven Anregungslichts gegeben. Die 
nicht-lineare Abhangigkeit des vom Detektor erfassten Lichts 
kann z. B. durch die Sattigung der Anregung von im Objekt 
vorhandenen Fluoreszenzf arbstof f en entstehen. Besitzt das An- 
regungslicht eine geniigend hohe Intensitat, so erhalt man ei- 
ne nicht-linearen Zusammenhang zwischen der eingestrahlten 
und der emittierten Lichtintensitat am betrachteten Objekt 
(siehe z. B. D.R. Sandison et al . in ^Handbook of Biological 
Confocal Microscopy", Plenum Press, New York and London, 2. 
Auflage, 1995, Kapitel 3, Seiten 47 bis 50; und R.Y. Tsien et 
al. im genannten ^Handbook of Biological Confocal Microsco- 
py M , Kapitel 16). Das detektierte Licht enthalt nun auch In- 
formationen uber Raumf requenzen des Objekts, die sonst nicht 
zuganglich waren. Allerdings enthalt jedes so auf genommene 
Bild eine Mischung von Anteilen hoher Raumf requenzen , die 
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aber dann durch Aufnahme unter unterschiedlichen Bedingungen 
und Verrechnung mehrerer Teilbilder getrennt und zu einem 
konsistenten, hochauf losenden Bild zusammengesetzt werden 
konnen . 

Das Gleichungssystem zur Trennung der Komponenten der Taylor- 
Entwicklung gemaft Gleichung (4) wird bspw. im Fall der Fluo- 
reszenzmikroskopie bei Beleuchtung mit einer einem Liniengit- 
ter ahnlichen Struktur mit den folgenden Schritten ermittelt. 

Die Intensitatsverteilung des Anregungslichts wird bei diesem 
Beispiel annahernd durch eine in den positiven Bereich ver- 
schobene Sinusf unktion beschrieben. Als Fouriertransf ormierte 
ergeben sich im Idealfall punktformige Maxima bei 
k = 0, k = + k b und k = - k b (siehe Figur 1). Diese Maxima be- 
sitzen je nach Modulat ionsgrad eine bestimmte Energie und ei- 
nen bestimmten Phasenwinkel in der komplexen Ebene, der von 
der Position bzw. der Verschiebung (Lage) des Musters des An- 
regungslichts abhangt. Durch den Einfluss der nicht-linearen 
Abhangigkeit der Fluoreszenzemission von der Anregungsinten- 
sitat (Sattigung der Fluoreszenz) ergibt sich das in Figur 2 
gezeigte Muster mit nieder- und hoherf requenten Komponenten 
im reziproken Raum, bspw. als Anregbarkeitsmuster fur einen 
bestimmten Fluorophortyp . 

Zur Rekonstruktion der Obj ektbildung genugt es, dass nahe- 
rungsweise bei einem endlichen Raumf requenzwert k = + miT 

J max — b 

abgebrochen wird und in der Rechnung nur Maxima mit kleineren 
Raumf requenzen berucksichtigt werden. 



Wird das Anregungslichtmuster gegeniiber dem Objekt verscho- 
ben ' so andern sich die jeweiligen komplexen Phasenlagen der 
einzelnen punktf ormigen Maxima im Fourieraum. Berucksichtigt 
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man ±m Anregungs-Maxima und das Maximum bei k = 0, so beno- 
tigt man Z = 2m + 1 unter verschiedenen Bedingungen aufgenom- 
mene Bilder, urn die einzelnen durch das Mikroskop abgebilde- 
ten Komponenten des Objekts, die mit dem jeweiligen Maximum 
gefaltet (also verschoben) sind, separieren zu konnen (in Fx- 
gur 2 ist nur eine Komponente dargestellt) . Es kann z. B. 
vorgesehen sein, dass Z = 5 Maxima berucksichtigt werden. Der 
Phasenwinkel der Maxima im Frequenzraum des Anregungsmusters 
bewegt sich bei Verschiebung des Musters proportional zu 

, da eine Verschiebung im Raum urn Ax einer Mult iplikat i- 



n 



on im Frequenzraum mit exp(ikAx) entspricht. Dabei entspricht 
n der Nummer des jeweiligen Raumf requenzanteils (siehe Figur 
2). Werden also verschiedene Bilder (Teilbilder) I n (k) = F(l n (x)) 
des Objekts mit jeweils urn ein Funftel des Grundmusters ge- 
geneinander verschobener Phasenlage des Beleuchtungsmusters 
(also auch des Anregungsmusters) aufgenommen, so ergibt sich 
das folgende Gleichungssystem: 



fob jo 






Obj +1 (k) 






Obj.^k) 


= const * 


i 2 (k) 


Obj +2 (k) 




i 3 (k) 


,Obj. 2 (4 







M = 



11 1 1 1 

1 exp(i27i / 5) exp(- ±2n / 5) exp(i47i / 5) exp(- i4n / 5) 

1 exp(i47c / 5) exp(- ±4n / 5) exp(i87t / 5) exp(- i87r / 5) 

1 exp(i67c / 5) exp(- ±6n / 5) exp(il27i / 5) exp(- 1127T / 5) 

1 exp(i87r / 5) exp(- i87i / 5) exp(il67t / 5) exp(- il67i / 5) 



In diesem Gleichungssystem bezeichnen die Obj n (k) die zum n, 
Maximum des Anregungsmuster gehorenden, verschobenen kom- 
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plexwertigen Koraponenten des f ouriertransf ormierten Objekts 
(Objekt-Raumfrequenz) , die dann durch die OTF des abbildenden 
Systems transmittiert werden. 

Die Losung des Gleichungssystems liefert die individuellen 
Objektkomponenten, die zum jeweiligen Maximum des Anregungs- 
musters gehoren. Die Losung kann z. B. durch Invert ieren der 
Matrix M erfolgen. Durch Multiplikat ion der inversen Matrix 

(M" 1 ) mit dem rechts stehenden Vektor der gemessenen Intensi- 
taten I n (k) werden die individuellen transmittierenden Objekt- 
komponenten ermittelt. Liegen mehr Messdaten vor als zur Lo- 
sung der Rekonstruktionsaufgabe notig sind, so kann z. B. ei- 
ne analoge, nicht quadratische oder rechteckige Matrix aufge- 
stellt werden. Fur die Berechnung der Losung ist dann z. B. 
das Verfahren der pseudoinversen Matrix anwendbar, das es er- 
laubt, eine Losung im Sinne der kleinsten Fehlerquote zu er- 
mitteln . 

Die Rechnung wird aufgrund der Linearitat der Fouriertrans- 
formation vorzugsweise bildpunkt- oder pixelweise im Realraum 
ausgef uhrt . 

Die komplexwertigen Komponenten Obj n (k) konnen nun urn den Vek- 
tor Ak im Fourieraum (oder durch die o. g. entsprechende 
Multiplikation im Realraum) verschoben werden, so dass die 
jeweilige Raumfrequenz k dort zu liegen kommt, wo sie bei 
musterfreier, gleichmafiiger Beleuchtung gemessen werden wiir- 
de. Ak ist hier also -nk b . 

In einem weiteren Schritt ist eine Korrektur der Komponenten 
ob j n (k) in ihrer komplexen Phasenlage je nach gegenseitiger 
Phasenlage § n der Frequenzraum-Anregungsmaxima im Bild I 0 
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vorgesehen (Mult iplikation mit exp(- i<f> n )) . Anschlieftend wer- 
den die Komponenten Obj n (k), ggf. durch eine gewichtete Addi- 
tion, zu einem konsistenten Bild (der gewunschten Objektab- 
bildung) vereinigt. Damit wird eine Ausdehnung des Tragers 
der Gesamt-OTF auf einen relativ zur linearen Abbildung deut- 
lich vergrofierten Bereich und damit eine Erhohung des Auflo- 
sungsvermogens ermoglicht . 

Die illustrierte Verschiebung von Raumf requenzkomponenten 
kann in ver schiedenen Raumrichtungen durchgefiihrt werden. 
Dies kann nacheinander durch unterschiedliche Orientierung 
des Beleuchtungsmusters oder simultan durch Beleuchtung mit 
einer mehrdimensionalen Struktur erfolgen. Das Auf losungsver- 
mogen ist in ein, zwei oder drei Dimensionen vergrofierbar . 
Die Gesamttransf erf unktion kann im Anschluss daran oder bei 
Zwischenschritten noch durch ent sprechendes Filtern und/oder 
Anwenden von an sich bekannten Entf altungstechniken verandert 
werden . 

Die Rekonstruktion der Ob j ektabbildung ist nicht auf die be- 
schriebene Losung des Gleichungssystems mit der Matrix- 
Methode beschrankt. Alternativ konnen z. B. Quadratur- 
Techniken (analog zu WO 98/45745) oder algebraische bzw. ite- 
rative Rekonstruktionsverf ahren (Maximum Likelihood/Expecta- 
tion Maximization, Maximum Entropie, Algebraic Reconstruction 
und dergleichen) verwendet werden. 

Die Erfindung ist nicht auf die nicht-lineare Anregung von 
Fluoreszenzemission beschrankt. Die Verf ahrensweise ist ent- 
sprechend auch mit beliebig anderen Faktoren bi implementier- 
bar, die geeignet sind 7 allein fur sich oder im Zusammenwir- 
ken untereinander , insbesondere im Zusammenwirken mit der Be- 
leuchtungsintensitat , die Intensitat des vom Objekt ausgehen- 
den Lichts zu beeinf lussen . 
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Ausfuhrungsbeispiele erf indunqsgemaRer optischer Svst 



erne 



Ein erfindungsgemaftes optisches System ist in Figur 3 darge- 
stellt. Die an sich bekannten Komponenten eines herkdmmliche 
Mikroskops sind mit gestrichelten Rahmen eingezeichnet . Das 
optische System 100 ist mit einer Beleuchtungseinrichtung 10 
mindestens einem Mustergenerator 20, 20', 20'', einer Be- 
leuchtungsoptik 30, einer Abbildungsoptik 50, einer Detek- 
toreinrichtung 60 und einem Bildgenerator 70 aufgebaut. Das 
Bezugszeichen 40 bezieht sich auf die mit dem System 100 zu 
untersuchende Probe. Die Komponenten 10, 30, 50 und 60 konne 
durch optische Bauteile bereitgestellt werden, wie sie aus 
der Lichtmikroskopie und aus der optischen Mess- und Analyse 
technik, z. B. der Spektroskopie, bekannt sind. Anwendungsab 
hangig konnen die Komponenten 30 und/oder 50 entfallen oder 
durch ein gemeinsames Bauteil gebildet werden. Es kann auch 
vorgesehen sein, dass die Komponenten 20 und 30 durch ein ge- 
meinsames optisches Bauteil gebildet werden. 

Der Mustergenerator 20, 20' und/oder 20" ist allgemein eine 
Einrichtung zur Bildung von Obj ektbedingungen mit einem vor- 
bestimmten raumlichen Muster am Objekt 40. Anwendungsabhangig 
kann der Mustergenerator 20 eine Maske mit einer bestimmten 
ein- oder zweidimensionalen Ubertragungscharakteristik ent- 
sprechend dem gewunschten Muster sein. Die Maske kann insbe- 
sondere durch ein Beugungsgitter (siehe Figur 4) (oder Pha- 
sengitter) oder eine Matrixanordnung aus einzeln ansteuerba- 
ren Reflektor- oder Transmissionspixeln gebildet werden. im 
letzteren Fall werden DMD-Einrichtungen („Digital Mirror De- 
vice") bzw. LCD-Mat rixanordnungen verwendet. Der Mustergene- 
rator kann auch eine Spiegelanordnung zur Erzeugung eines In- 
terferenzmusters (siehe Figur 5) oder eine Einrichtung zur 
unmittelbaren physikalischen oder chemischen Beeinf lussung 
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des Objekts 40 (z. B. eine Heizeinrichtung oder einen Ultra- 
schallgeber) umfassen. Abweichend von der Komponente 20 in 
Figur 3 kann der Mustergenerator auch zwischen der Beleuch- 
tungsoptik 30 und dem Objekt 40 (Komponente 20'') oder unmit- 
telbar am Objekt 40 vorgesehen sein (Komponente 20'). 

Der Bildgenerator enthalt eine Einrichtung zur Rekonstruktion 
der Objektabbildung entsprechend den oben erlauterten Prinzi- 
pien. Als Bildgenerator kann ein speziell ausgelegter Schalt- 
kreis oder auch ein entsprechend programmierter Computer ver- 
wendet werden. Der Bildgenerator kann zusatzlich Speicher-, 
Steuer- und/oder Anzeigekomponenten enthalten. 

Figur 4 zeigt Einzelheiten eines erf indungsgemaften optischen 
Systems am Beispiel eines Epif luoreszenzmikroskops 100. Die 
Beleuchtungseinrichtung 10 wird durch eine intensive Lichtr 
quelle gebildet. Da zur Ausnutzung nicht-linearer Effekte ho- 
he Lichtintensitaten benotigt werden, wird vorzugsweise eine 
gepulste Lichtquelle , wie z. B. ein Pulslaser oder eine 
Blitzlampe verwendet . Die Beleuchtungseinrichtung kann aber 
auch durch eine Hochdruckdampf lampe (z. B. Quecksilber- 
dampflampe) gebildet werden. Als Mustergenerator 20 (Maske) 
ist beispielhaft ein verstellbares und ggf. drehbares 
und/oder verschiebbares Beugungsgitter 22 vorgesehen, das 
entsprechend der Position 21 der Bildf eldblende in einer kon- 
jugierten Objektebene angeordnet ist. Das Beugungsgitter 22 
ist ein Transmissionsgitter mit einem Gitterabstand von z. B. 
30 \xm. Das Beugungsgitter 22 ist an einem (nicht dargestell- 
ten) Stellantrieb angeordnet. 

Die Beleuchtungsoptik 30 weist einen Anregungsf ilter 31, ei- 
nen dichroitischen Spiegel 32 zum Einkoppeln des Anregungs- 
lichts in eine Mikroskopsaule und Ob j ektivlinsen 33. Am Ort 
des Objekts 40 wird ein Bild des Beugungsgit ters 22 als Be- 
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leuchtung fur die zu untersuchende Probe in der entsprechen- 
den Fokusebene gebildet. Die Abbildungsopt ik 50 wird wiederu: 
durch die Ob j ektvlinsen 33, einen Emissionsf ilter 51 und ei- 
ner optional vorgesehenen Optik 52 zur BildvergroiSerung ge- 
bildet. Die Detektoreinrichtung 60 ist ein CCD-Detektor , von 
dem auf den (nicht dargestellten) Bildgenerator Daten uber- 
tragen werden. 



Beim Aufbau gemafi Figur 4 kann das Beugungsgitter 22 durch 
eine DMD-Einrichtung oder eine LCD-Mat rixanordnung ersetzt 
werden, ■ die im Lichtweg zwischen der Beleuchtungseinrichtung 
10 und dem Objekt 40 angeordnet ist. In diesem Fall ist zwi- 
schen den Komponenten 20 und 40 eine zusatzliche Verkleine- 
rungsoptik vorgesehen. Eine DMD-Einrichtung umfafit z. B. rd. 
450 * 600 Ref lektorelemente mit einer Pixelgrofte von rd. 
17 • 17 pm 2 . 

Fur die erf indungsgemafte Aufnahme mehrerer Teilbilder mit un- 
terschiedlichen Phasenlagen wird das Beugungsgitter 22 in 
kleinen Schritten gegenuber dem Objekt 4 0 verschoben. Die 
Schrittweite ist von der Strukturdimension der Maske und der 
Zahl der auf zunehmenden Teilbilder abhangig und betragt z. B. 
bei 30 pm Strukturdimension und 7 Teilbildern 30/7 \im) . Al- 
ternativ kann auch bei einem f est stehenden Beugungsgitter 22 
eine Verschiebung des Objekts 40 vorgesehen sein, wobei dies 
jedoch zusatzliche Schritte der Bildkorrektur bei der Rekon- 
struktion der Ob j ektabbildung erf ordert . Alternativ ist es 
auch moglich, die Phase der verschiedenen Beugungsmaxima di- 
rekt durch geeignete optische Elemente zu beeinf lussen . Die 
minimale Anzahl der fur die Rekonstruktion des Gesamtbildes 
notwendigen Aufnahmen von Teilbildern ergibt sich durch die 
Anzahl der Unbekannten des zugehorigen Gleichungssystems 
(siehe oben) . Es sind mindestens zwei Teilbildauf nahmen vor- 
gesehen . 
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Um die Auflosung in alien Raumrichtungen zur erhohen, wird 
das Objekt 40 rait Mustern unter verschiedenen Winkeln nach- 
einander Oder mit einer Maske wie bspw. mit der DMD- oder 
LCD-Einrichtung mit einem zweidimensionalen Muster, das Beu- 
gungsmaxima in mehreren Richtungen der Ebene hervorruft, in 
verschiedenen Phasenlagen in jeder Dimension beleuchtet. 

Durch Erstellen von Fokusserien kann man noch zusatzliche In- 
formationen liber die axiale Struktur des Objekts gewinnen und 
damit dreidimensionale Ob j ektabbildungen ableiten. Dies wird 
einerseits durch die inkoharente Lichtquelle und andererseits 
durch das Vorhandensein der Nullpunkt-Beugungsordnung des 
Gitters noch zusatzlich erleichtert. Ein weiterer Auflosungs- 
gewinn kann durch Drehen des Objekts um eine auf der opti- 
schen Achse senkrecht stehende Achse unter dem optischen Sy- 
stem erreicht werden. 

Das Objekt 40 wird mit derart Momentanintensitaten beleuchtet 
bzw. angeregt, dass die Farbstoffe in der Probe gesattigt 
werden, so dass sich die gewunschten nicht-linearen Effekte 
zur Erhohung des Auf losungsvermogens ergeben. Die gesuchten 
Anteile der sich uberlagernden individuellen Ordnungen konnen 
aus den Bildern bei verschiedenen Phasenlagen der Anregungs- 
struktur errechnet werden. Es ist auch moglich, aus Aufnahmen 
von Teilbildern mit verschiedener Beleuchtungsintensitat hoch 
auflosende Bilder zu rekonstruieren . Unterdruckt man (z. B. 
durch Ausblenden) die Nullpunkt-Beugungsordnung des Beugungs- 
gitters 21, so erhoht man damit in vorteilhaf ter Weise den 
Modulationsgrad der Beleuchtungsf unktion und damit die rela- 
tive Intensitat in hoheren Anregungsordnungen . Aufterdem kann 
die Energie in hohere Raumf requenzbereiche geschoben werden. 
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Bei dem abgewandelten Aufbau eines Epif luoreszenzmikroskops 
100 gemafi Figur 5 wird die Probe (das Objekt) 40 mit Laser- 
licht beleuchtet. Die Lichtquelle 10 ist vorzugsweise ein 
Pulslaser (z. B. mit einem optisch-parametrischen Oszillator, 
der mit einem f requenzverdreif achten NdYAG-Laser gepumpt ist, 
oder mit einem Ti-Saphir-Laser ) , kann aber auch durch eine 
andere genugend intensive Lichtquelle gebildet werden. Der 
Mustergenerator 20 wird durch eine Gruppe ebener Spiegel 23 - 
27 gebildet, die dazu eingerichtet sind, das Anregungslicht 
von der Lichtquelle 10 auf verschiedene Strahlengange zu zer- 
legen, die aus verschiedenen Richtungen auf das Objekt 40 
treffen. Das Anregungslicht wird mit dem teildurchlassigen 
Spiegel 23 und die voll ref lektierenden Spiegel 25 - 27 von 
zwei entgegengesetzten Seiten auf das Objekt 40 gerichtet. 
Optional kann der zweite teildurchlassige Spiegel 24 vorgese- 
hen sein, urn einen dritten Anregungslichtweg zum Objekt 40 zu 
bilden. Es ergeben sich drei miteinander interf erierende An- 
regungs-Lichtstrahlen, die eine Verwendung des Mikroskops 100 
in der hochstauf losenden 3D-Mikroskopie erlauben. Fur zweidi- 
mensionale Anwendungen kann auf den Spiegel 24 verzichtet 
werden. Die Strahlen interf erieren iiber einen Bereich der in 
der Groftenordnung der Koharenzlange der Lichtquelle 10 liegt. 

Zur Veranderung der Ob jektbedingungen (Interf erenzmuster am 
Objekt 40) zur Aufnahme verschiedener Teilbilder sind minde- 
stens zwei Spiegel verschiebbar angeordnet . Bspw. ist vorge- 
sehen, dass die Spiegel 24 und 25 zur Anderung des Interfe- 
renzmusters verschiebbar sind. Alternativ ist zur Veranderung 
der Ob jektbedingungen mindestens ein elektrooptisches Element 
zur Anderung der Phasenlage des Beleuchtungslichts in einem 
der Teil-Lichtwege vorgesehen. 

Die Beleuchtungsoptik 30 ist in Figur 5 aus Obersichtlich- 
keitsgrunden nicht dargestellt, kann aber ggf. bauf ormabhan- 
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gig ohnehin weggelassen werden. Die Abbildungsoptik 50 um- 
fasst die Obj ektivlinsen 53, den Emissionsf ilter zur Absorp- 
tion des Anregungslichts 51 und optional eine Optik 52 zur 
Bildvergrofierung. Als Detektor ist wiederum ein CCD-Detektor 
60 vorgesehen. 

Urn ein gute axiale Diskriminierung zu erhalten, kann das An- 
regungslicht zugleich noch aus einer oder mehreren Richtungen 
durch das (nicht dargestellte ) Objektiv und/oder von der dem 
Objektiv abgewandten Seite auf das Objekt 40 fallen, das sich 
im Dif ferenzbereich der Anregungslichtstrahlen (kreuz schraf- 
fierte Region) befindet. Die durch Nicht-Linearitaten erziel- 
bare zusatzlich Auf losungserhohung kann wiederum durch Benut- 
zung entsprechend starker Laser bzw. gepulster Laser mit ho- 
hen Momentanintensitaten erreicht werden. Auch die Verwendung 
anderer intensiver Lichtquellen (z. B. Blitzlicht) ist mog- 
lich und ggf- vorteilhaft. 

Zur Durchfuhrung des er f indungsgemaften Verfahrens werden meh- 
rere Teilbilder jeweils mit verschiedenen Interf erenzmustern 
am Objekt 40 aufgenommen und nach den oben erlauterten Prin- 
zipien zur Gewinnung der Ob j ektabbildung verarbeitet. 

Die erlauterten Ausf uhrungsbeispiele basieren auf der Ausnut- 
zung der nicht-linearen Abhangigkeit des erfassten Lichtes 
von der Intensitat des Anregungslichts durch Sattigung von 
Fluoreszenzf arbstof f en . Alternative nicht-lineare Effekte 
sind durch die Sattigung der Absorption von Anregungslicht 
unter intensiver Beleuchtung, die Abhangigkeit der Phase des 
emittierten oder gestreuten Lichts von der im Objekt vorhan- 
denen Beleuchtungsintensitat , die sich im Detektor (z. B. 
liber Interferenz) oder vor diesem in einer nicht-linearen In- 
tensitatsabhangigkeit umsetzt, SHG- oder THG-Prozesse, eine 
Abhangigkeit der Lichteigenschaf ten der Ramanstreuung vom 
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Wert einer oder mehrerer Objektbedingungen, zeitlich koharen- 
te Effekte (z. B. Rabi-Oszillationen) an Atomen oder Moleku- 
len im Objekt, CARS-Prozesse, Mehrphotonen-Absorptionen, sti- 
mulierte Emissionen im Objekt, die Besetzung langlebiger An- 
regungszustande oder chemisch veranderter Zustande in den 
Fluorophoren vor oder wahrend der Beleuchtung, strahlungslose 
Energietranferprozesse und/oder physikalische oder chemische 
Ob j ektbedingungen gegeben . 

Insbesondere zur Ausnutzung zeitlich koharenter Effekte (Ra- 
bi-Oszillationen) an Atomen oder Molekulen oder Fluorophoren 
im Objekt (in Losung, in Festkdrpern, in Gasen oder auch un- 
ter Vakuumbedingungen) werden vorzugsweise Beleuchtungsein- 
richtungen mit extrem kurzen Pulslangen (2, B. <100 fs) ver- 
wendet. Basiert der nicht-lineare Effekt auf der stimulierten 
Emission so wird diese gleichzeitig oder in zeitlicher Abfol- 
ge induziert. Die stimulierte Emission kann bei der selben 
Wellenlange wie der des Anregungslichts oder auch bei anderen 
Wellenlangen, z. B. bei einer typischen Fluoreszenzwellenlan- 
ge, induziert werden. Die Ausnutzung von Energietransf erpro- 
zessen bedeutet, dass Energie der Anregungsstrahlung stahlend 
oder strahlungslos von Fluorophoren auf benachbarte Fluoro- 
phor-Molekiile iibertragen wird und dadurch eine multi-lineare 
Abhangigkeit der emittierten Lichtintensitat von der am Nach- 
barort eingestrahlten Intensitat entsteht. 

Zu den physikalischen oder chemischen Anderungen der Objekt- 
bedingungen zahlt insbesondere die Ausnutzung der nicht- 
linearen Abhangigkeit des von den Ob j ektpunkten ausgehenden 
Lichts von einem raumlich inhomogenen elektrischen oder ma- 
gnetischen Feld oder vom am Objektpunkt herrschenden Druck, 
Scherkraften oder mechanischen Spannungsverhaltnissen . Es 
kann auch ein am Objekt gebildeter Temperaturgradient ent- 
sprechend einem bestimmten Muster vorgesehen sein, der die 
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gewiinschte mult i-lineare Abhangigkeit des vom Objektpunkt 
ausgehenden Lichts von der jeweils herrschenden Temperatur 
herstellt. Es kann auch eine mult i-lineare Abhangigkeit des 
vom Objektpunkt ausgehenden Lichts von den dort herrschenden 
chemischen Bedingungen (z. B. pH-Wert) verwendet werden. Zu- 
satzlich kann eine Ob j ektbest rahlung mit Radiowellen, Mikro- 
wellen, Inf rarotlicht , Rontgenstrahlung oder auch Schallwel- 
len oder Ultraschallwellen ausgenutzt werden. 

Zur Realisierung der genannten Effekte ist der Mustergenera- 
tor entsprechend angepasst. Bspw. kann der Mustergenerator 
eine zusatzliche Bestrahlungseinrichtung umfassen, deren 
Emission auf das Objekt fokussiert ist. 

Die Figuren 6 und 7 illustrieren Simulat ionsergebnisse zum 
Einsatz eines Fluoreszenzmikroskops gemafi Figur 4. Die Licht- 
intensitat ist hier als Schwarzung dargestellt. Aus druck- 
technischen Griinden ist die Bildqualitat eingeschrankt . Zur 
besseren Sichtbarmachung der Beleuchtung wurde im Objekt (Fi- 
gur 6a, 7a) eine konstante Hintergrundf luoreszenz angenommen . 
Figur 6a zeigt das simulierte Objekt, dessen Beleuchtung mit 
dem beschriebenen Verfahren und Abbildung mit einem Epifluo- 
reszenzmikroskop simuliert wurde. Die Teilbilder b-h repra- 
sentieren Simulationen von jeweils mit verschiedenen Phasen 
des beleuchtenden Streif enmusters auf genommenen Teilbildern. 
Figur 6i zeigt ein Beispiel, bei dem auch die Richtung des 
beleuchtenden Musters verandert wurde. Die Anregungsintensi- 
tat war bei diesen Simulationen urn den Faktor 5 grofier als 
die Sattigungsintensitat . Die maximal erwartete Photonenzahl 
betrug 560 Photonen/Pixel in den Einzelbildern . Figur 7 zeigt 
die zugehorigen Rekonstruktionsergebnisse . Figur 7a wieder- 
holt das Originalbild der Simulation. Nach Faltung mit der 
Punktbildfunktion eines simulierten Mikroskops und einer 
Poisson-verteilten Verrauschung (Max = 560 Photonen) ergibt 
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sich das Bild Figur 7b. Die erf indungsgemafte Rekonstruktion 
aus Teilbildern, die analog zu den Figuren 6b bis 6h mit Be- 
leuchtungsmustern unter 3 Drehwinkeln simuliert wurden, ist 
in Figur 7c gezeigt. Dabei ist keine Verstarkung hoher Raum- 
frequenzen vorgenommen wurden. Erfolgt zusatzlich die dem Sy- 
stem eigene Hochf requenzverstarkung, so ergibt sich aus Figur 
7c das Bild geraali Figur 7e. Die Anwendung einer entsprechen- 
den Hochfrequenzverstarkung bei dem (konventionellen) Bild 
gemaft Figur 7b wurde lediglich ein Bild mit gemafi Figur 7d 
ergeben. Der Vergleich der Bilder Figur 7e und Figur 7d zeigt 
die Uberlegenheit des erf indungsgemafien Verfahrens der Rekon- 
struktion hoher Raumf requenzen aus der Aufnahme mehrerer 
Teilbilder. Figur 7f illustriert den zugehorigen simulierten 
Trager der mit dem Verfahren erreichten OTF bei einer beruck- 
sichtigten Anzahl von Z = 7 Maxima. 



Figur 8 illustriert die Verbesserung des Auf losungsvermogens 
mit dem erf indungsgemaften Verfahren. Es ist die Intensitat 
auf einer Bezugslinie entlang der zweiten senkrechten Spalte 
in der Punktmatrix (links oben im Originalbild) in den Figu- 
ren 7d und 7e dargestellt. Die durchgezogene Linie entspricht 
dem Ergebnis des erf indungsgemafien Verfahrens. Die Einzel- 
punkte sind deutlich als Maxima erkennbar. Mit dem herkommli- 
chen Verfahren (Epif luoreszenz mit nachf olgender Hochfre- 
quenzverstarkung) ist nur der erste Punkt (teilweise) und ein 
Maximum zwischen den beiden untersten Punkten erkennbar. Bei 
der simulierten Abbildung eines Punktes ergibt sich eine Ver- 
besserung des Auf losungsvermogens urn einen Faktor von mehr 
als 3. 



Figur 9 zeigt einen lateralen Schnitt durch die simulierte 
effektive optische Transf erf unktion des Gesamtsystems gemafi 
Figur 4. Der Gitterabstand des Beugungsgitters wurde hier so 
gewahlt, dass nur die Beugungsordnungen 0, +1 und -1 des Beu- 
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gungsgitters durch das Objektiv iibertragen werden konnen. 
Durch die teilweise Sattigung der beteiligten Farbstoffe er- 
gibt sich eine nicht-lineare Beziehung zwischen der Anre- 
gungsintensitat und der Wahrscheinlichkeit der Anregung eines 
Farbstof fmolekiils an einem Punkt im Objektraum. Diese raum- 
lich variierende Anregungswahrscheinlichkeit wird auch als 
Anregungsmuster bezeichnet. Wenn man annimmt, dass die Anre- 
gungswahrscheinlichkeit fur ein bestimmtes Farbstof fmolekul 
eine Funktion der Anregungsintensitat ist, so flihrt eine 
Nicht-Linearitat dieser Funktion dazu, dass im Emissionsmu- 
ster auch raumlich hohere Harmonische des Anregungsmusters 
auftreten. Maxima im reziproken Raum, die jenseits der durch 
die Abbe-Grenze gegebenen Raumf requenzbegrenzung liegen, kon- 
nen dann im Anregungsmuster auftreten. Die raumf requenzbe- 
grenzte Abbildung der Multiplikation der Farbstof fverteilung 
mit dem Anregungsmuster enthalt nun Komponenten analog zu ei- 
ner linearen Anregung mit einem Muster, welches hohere Raum- 
f requenzen enthalt . 

In Figur 9 ist im Einzelnen zu erkennen, dass die Transfer- 
funktion bei einer her kommlichen Abbildung mit einem Mikro- 
skopobjektiv (mit nachf olgender Anwendung einer Hochf requenz- 
verstarkung) entsprechend der durchgezogenen Linie relativ 
schmal ist, wohingegen die Transf erf unktion bei Anwendung der 
gesattigten Beleuchtung (mit einer Hochf requenzverstar kung) 
erheblich erweitert wird (gestrichelt gezeichnet) . 

Figur 10 zeigt eine simulierte Anwendung des erf indungsgema- 
ften Verfahrens auf ein mittels Elektronenmikroskopie aufge- 
nommenes Schnittbild des Zellkerns einer embryonalen Bovin- 
Zelle. Figur 10a illustriert den invertierten elektronenmi- 
kroskopischen Ausschnitt nahe der Kernhulle mit der Kernma- 
trix (^Nuclear Matrix") . Die simulierte epif luoreszenz- 
mikroskopische Aufnahme mit Entfaltung ergibt das in Figur 
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10b gezeigt herkommliche Bild. Bei Anwendung des erfindungs- 
gemafien Verfahrens ergibt sich das in Figur 10c gezeigte 
Bild. Das mit der Methode der gesattigten lateralen Modulati- 
on aufgenornmene und ausgewertete und anschlieftend entfaltete 
Bild (Maximum: 560 Photonen im Einzelbild) ist gegenuber dem 
herkommlichen Bild deutlich verbessert und mit dem elektro- 
nenmikroskopischen Originalbild vergleichbar . 

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Zeichnungen und den 
Anspriichen offenbarten Merkmale der Erfindung konnen sowohl 
einzeln als auch in beliebiger Kombination fur die Verwirkli- 
chung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausgestaltungen 
von Bedeutung sein. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Gewinnung einer Ob j ektabbildung mindestens 
eines Objekts (40), wobei mindestens zwei Teilbilder des Ob- 
jekts (40) unter jeweils verschiedenen Ob j ektbedingungen auf- 
genommen werden, die am Objekt mit raumlichen Mustern ausge- 
bildet sind, wobei jeweils fur einen Objektpunkt eine nicht- 
lineare Abhangigkeit des vom Objektpunkt her detektierten 
Lichtes von den am Objektpunkt gegebenen Ob j ektbedingungen 
besteht und die Teilbilder unterschiedliche Betrage verschie- 
dener Raumf requenzanteile der Ob j ekt struktur enthalten, und 
aus den Teilbildern durch Rekonstruktion der Raumf requenzan- 
teile die gewiinschte Ob j ektabbildung ermittelt wird. 

2. Verfahren gemaft Anspruch 1, bei dem raumliche Muster 
mindestens einer Ob j ektbedingung gebildet werden, fur die je- 
weils die nicht-lineare Abhangigkeit des vom Objektpunkt aus- 
gehenden und detektierten Lichtes besteht. 

3. Verfahren gemafi Anspruch 1, bei dem raumliche Muster von 
mindestens zwei Ob j ektbedingungen gebildet werden, fur die 
eine Abhangigkeit des detektierten Lichtes von einer multi- 
plikativen Verkniipfung der Ob j ekteigenschaf ten und eine li- 
neare oder eine nicht-lineare Abhangigkeit des detektierten 
Lichtes von jeder der Ob j ektbedingungen besteht. 

4. Verfahren gemaft einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem das raumliche Muster durch ein Muster einer Beleuchtungs- 
intensitat am Objekt (40) gegeben ist und das Objekt (40) mit 
dem Muster der Beleuchtungsintensitat so beleuchtet wird, 
dass eine nicht-lineare Abhangigkeit der an einer Detek- 
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toreinrichtung (60) erfassten, von einem Objektpunkt ausge 
henden Lichtintensitat zu der an diesem Objektpunkt gegebe 
Beleuchtungsintensitat besteht. 



5. Verfahren gemaft einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
dem die nicht-lineare Abhangigkeit des erfassten Lichts durch 
eine Sattigung von Fluoreszenzlicht von Fluorophoren unter 
intensiver Beleuchtung, eine Sattigung der Absorption von Be- 
leuchtungslicht unter intensiver Beleuchtung, eine Abhangig- 
keit der Phase des emittierten oder gestreuten Lichtes von 
der im Objekt vorhandenen Beleuchtungsintensitat, SHG- oder 
THG-Prozesse, eine Abhangigkeit der Lichteigenschaf ten der 
Ramanstreuung vom Wert einer oder mehrerer Obj ekteigenschaf- 
ten, zeitlich koharente Effekte an Atomen oder Molekiilen im 
Objekt (40), eine Mehrphotonenabsorption, CARS-Prozesse, eine 
stimulierte Emission, eine Besetzung langlebiger Zustande 
oder chemisch veranderter Zustande, strahlende oder strah- 
lungslose Energietransf erprozesse von Fluorophoren auf be- 
nachbarte Fluorophore, am Objektpunkt gegebene raumlich inho- 
mogene elektrische oder magnetische Felder, am Objektpunkt 
gegebene Drucke, Scherkrafte oder mechanische Spannungsver- 
haltnisse, am Objektpunkt gegebene Temperaturen, am Objekt- 
punkt gegebene chemische Verhaltnisse und/oder zusatzliche 
Objektbestrahlungen mit elektromagnetischen Strahlen oder 
Schallwellen gebildet wird. 

6. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
dem das raumliche Muster einer Ob jektbedingung im reziproken 
Raum durch eine Anzahl von Punkten, die in einer, zwei oder 
drei Dimensionen verteilt sind, beschrieben oder annahernd 
beschrieben werden kann bzw. im Ortsraum raumlich periodisch 
oder naherungsweise periodisch in einen oder mehreren Dimen- 
sionen gebildet wird. 
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7. Verfahren gemaft einem der vorhergehenden Ansprtiche, bei 
dem zur Einstellung verschiedener Ob j ektbedingungen das Ob- 
jekt und das raumliche Muster in einer oder mehreren Richtun 
gen relativ zueinander verschoben werden. 

8. Verfahren gemaft Anspruch 7, bei dem das Muster durch ei 
ne Maske oder durch Interferenz erzeugt wird und eine Ver- 
schiebung des Musters durch Verschiebung der Phase verschie- 
dener Beugungsmaxima erzielt wird. 

9. Verfahren gemaU einem der vorhergehenden Ansprtiche, bei 
dem die Ob j ektbedingungen entsprechend einer vorbestimmten 
zeitlichen Struktur verandert und die Teilbilder zu unter- 
schiedlichen Zeiten aufgenommen werden. 

10. Verfahren gemafi Anspruch 9, bei dem zur Erzeugung ver- 
schiedener Ob j ektbedingungen die Beleuchtungsintensitat vari 
iert wird. 

11. Verfahren gemaft einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Rekonstruktion der Ob jektabbildung aus den Teilbil- 
dern durch Losung eines Gleichungssystems unter Berucksichti 
gung der nicht-linearen Abhangigkeiten oder durch eine itera 
tive Verf ahrensweise erfolgt. 

12. Verfahren gemaft einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Position des Objekts oder eines oder mehrerer Teilob 
jekte des Objekts (40) ermittelt werden. 

13. Verfahren gemaft einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Rekonstruktion der Ob j ektabbildung unter Berucksich- 
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tigung einer vorbekannten Struktur des Objekts (40) oder von 
Teilen des Objekts (40) erfolgt. 

14. Optisches Abbildungssystem (100) mit einer Beleuchtungs- 
einrichtung (10) und einer Detektoreinrichtung (60), die dazu 
eingerichtet sind, ein Objekt (40) zu beleuchten bzw. eine 
Abbildung des Objekts (40) oder von Teilen des Objekts (40) 
auf zunehmen, 

gekennzeichnet durch 

mindestens einen Mustergenerator (20, 20', 20'') zur Erzeu- 
gung mindestens eines veranderlichen raumlichen Musters von 
Objektbedingungen am Objekt (40), wobei die Beleuchtungsein- 
richtung (10) und/oder der Mustergenerator (20, 20', 20'') 
dazu eingerichtet sind, Objektbedingungen zu erzeugen, von 
denen das mit der Detektoreinrichtung (60) detektierbare 
Licht nicht-linear abhangig ist, und 

einen Bildgenerator (70) zur Rekonstruktion einer Objektab- 
bildung aus Teilbildern, die mit der Detektoreinrichtung (60) 
aufgenommen worden sind. 

15. Optisches System gemaft Anspruch 14, bei dem der Muster- 
generator (20, 20', 20'') eine Maske umfasst, mit der auf dem 
Objekt (40) ein raumliches Muster einer Beleuchtungsintensi- 
tat gebildet werden kann. 

16. Optisches System gemaft Anspruch 15, bei dem die Maske 
ein mehrdimensionales Beugungsgitter (22), ein Phasengitter , 
eine DMD-Einrichtung oder eine LCD-Matrix umfasst. 

17. Vorrichtung gemaft Anspruch 15 oder 16, bei dem die Maske 
und die Probe (40) relativ zueinander verschiebbar und/oder 
drehbar angeordnet sind. 
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18. Optisches System gemaft Anspruch 14, bei dem der Muster- 
generator (20, 20', 20'') eine Spiegelanordnung (23 - 27) um- 
fasst, die zur Erzeugung eines Interf erenzmusters auf dem Ob- 
jekt (40) eingerichtet ist. 

19. Optisches System gemafi Anspruch 14, bei dem der Muster- 
generator (20, 20', 20'') einen Einrichtung zur Einstellung 
vorbestimmter physikalischer oder chemischer Bedingungen am 
Objekt (40) entsprechend dem raumlichen Muster umfasst. 

20. Optisches System gemaft Anspruch 14, bei dem eine Ver- 
stelleinrichtung zu Verschiebung des Objekts (40) im raumli- 
chen Muster der Ob j ektbedingungen vorgesehen ist. 

21. Optisches System gemaft einem der Anspruche 14 bis 20, 
bei dem die Beleuchtungseinrichtung (10) eine Blitzlampe, ei- 
nen Laser oder eine Hochdrucklampe umfasst. 

22. Optisches System gema£ einem der Anspruche 14 bis 21, 
bei dem eine Beleuchtungsoptik (30) und/oder eine Abbildungs- 
optik (50) vorgesehen sind- 

23. Verwendung eines Verfahrens oder eines optischen Systems 
gemafi einem der vorhergehenden Anspruche in Kombination mit 
herkommlichen optischen Mikroskopieverf ahren, insbesondere in 
Kombination mit der Standard-Fernf eldmikroskopie, der Epi- 

f luoreszenzmikroskopie, der Konf okalmikroskopie, der 4Pi- 
Mikroskopie, der Theta-Mikroskopie, der Nahf eldmikroskopie, 
mikroskopischen I 2 M-, I 3 M- und I 5 M-Verf ahren, STED-Verf ahren, 
Multiphotonenmikroskopie, CARS-Verf ahren und SHG- oder THG- 
Mikroskopie . 
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Fig. 6 
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Fig. 7 
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Simulation unter seitlicher Beleuchtung 
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Fig. 8 



Simulierte Gesamttransferfunktion 
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Fig. 9 
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